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Vorkommen und Nachweis von Tyrosin im Harn. 
Von 
0. Schumm und A. Papendieck. 


I. Mitteilung. 





(Aus dem chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendort.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20, April 1922). 


Das Auftreten reichlicher Mengen gewisser Aminosduren 
im Harn wird seit langem als wichtiges Merkmal bestimmter 
krankhafter Zustinde bewertet. Zum Beispiel gilt bei noch 
fraglicher ,akuter gelber Leberatrophie“ die Diagnose als 
wesentlich gestiitzt, wenn es gelingt, aus dem Harn Tyrosin 
und Leucin abzuscheiden.?) 

Alteste Beobachtungen schienen darauf hinzuweisen, daB 
die genannten Aminosiuren bei der akuten Leberatrophie im 
Harn in einer solchen Menge aufzutreten pflegen, daB das 
schwerer lisliche Tyrosin, wenn nicht durch Mikroskopie des 
Harnsediments, so doch bei der chemischen Aufarbeitung einer 
gréBeren Harnmenge aufzufinden sei. In der Folgezeit lauten 
die Urteile der einzelnen Kliniker iiber die Hiaufigkeit des 





1) Minkowski (Krankheiten der Leber und der Gallenwege, S. 645 
in J. von Merings Lehrbuch der inneren Medizin, XI. Auflage von 
L. Krehl, Jena 1919 bei Gustav Fischer) schreibt: ,,Der spirliche, meist 
ikterisch gefirbte, hiufig eiweiBhaltige Harn, zeichnet sich, neben einer 
Verminderung des Harnstoff- und Steigerung des Ammoniakgehalts, durch 
das Auftreten von Leucin und Tyrosin aus. Oft sind diese Substanzen 
schon im Sediment in Form von doppelt konturierten kugeligen Drusen 
bzw. von biischel- oder garbenférmig angeordneten Nadeln nachweisbar“, 
weiter (in Kleindruck): ,,In protrahierter verlaufenden Fallen kénnen die 
Aminosiuren im Organismus weiter zersetzt werden und im Harn fehlen.“ — 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI, 1 
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Vorkommens der beiden Aminosiuren bei akuter Leberatrophie 
widersprechend. Bei den in der medizinischen Literatur be- 
schriebenen Fallen dieser Krankheit, in denen im Harn Tyrosin 
gefunden sein soll, fehlt leider hiufiger jede Angabe, wie das 
Tyrosin aufgefunden und als solches 'gekennzeichnet worden 
ist. In andern Fallen ist ausdriicklich angegeben worden, 
oder aber aus der Beschreibung zu erschlieBen, daB der Nach- 
weis sich nur auf die mikroskopische Besichtigung gegriindet hatte. 

Da die genannte Krankheit in neuerer Zeit auch in 
unserer Anstalt haufiger zur Beobachtung kam, bot sich uns 
die sehr erwiinschte Gelegenheit, unsere eigenen friiheren Er- 
fahrungen iiber die Hiufigkeit positiver Tyrosinbefunde zu er- 
weitern und die Brauchbarkeit und Zuverlissigkeit der ge- 
brauchlichen oder vorgeschlagenen Methoden zur Auffindung 
von Tyrosin im Harn zu priifen. 

Wir haben unsere Untersuchungen an den Harnen einiger 
Dutzend Fille von Lebererkrankungen, darunter eine gréBere 
Anzahl Falle fraglicher oder sichergestellter akuter Leber- 
atrophie, ausgefiihrt, die uns in der letzten Zeit iiberwiesen 
wurden. ‘Trotzdem wir die Untersuchung auf Tyrosin in jedem 
Falle mit aller Sorgfalt durchgefiihrt haben, ist es uns niemals 
gelungen, Tyrosin in solcher Menge und Beschaffenheit abzu- 
scheiden, da es in wirklich tiberzeugender Weise (Analyse 
und Schmelzpunktbestimmung oder Uberfiihrung in gut 2u 
kennzeichnende Derivate) identifiziert werden konnte. Nur in 
ganz wenigen Fallen (drei, darunter nur ein Fall akuter 
Leberatrophie) konnten wir einen Kérper abscheiden, dessen 
Krystallform und chemisches Verhalten es allenfalls zulissig er- 
scheinen lieBen, ihn mit einiger Sicherheit fiir Tyrosin zu halten. 

Die weit verbreitete Ansicht, daB bei der akuten 
Leberatrophie in der Mehrzahl der Falle aus dem Harn 
Tyrosin abgeschieden werden kénne, findet bislang 
in unsern Untersuchungsergebnissen keine Stiitze. 

Wir haben sowohl die alte Methode von Frerichs-Stiadeler 
beziehungsweise Frerichs-Stideler-Hoppe-Seyler als 
auch die neuere von Lippich und (in einigen Fiillen) auch 
die von Neuberg—Manasse?) auf ihre Brauchbarkeit und 




































— 


ea He CO 


Vorkommen und Nachweis von Tyrosin im Harn. 3 


Empfindlichkeit gepriift und nebenher klarzustellen versucht, 
inwieweit die Identifizierung von Mikrokrystallen vom Aus- 
sehen des T'yrosins durch bloBe Mikroskopie des Harnsediments 
méglich und zulissig ist. 


A. Verfahren von Frerichs-Stadeler (-Hoppe-Seyler) und 
krystalloskopischer Tyrosinnachweis. 


Nach den zugehérigen Vorschriften wird der Harn ent- 
weder unverdiinnt oder nach vorheriger Verdiinnung mit 
basischem Bleiacetat oder nacheinander mit neutralem und 
basischem Bleiacetat ausgefallt, das Filtrat mit Schwefelwasser- 
stoff entbleit, eingeengt und stehen gelassen, wobei vorhandenes 
Tyrosin auskrystallisieren kann. Wir haben nach diesem Ver- 
fahren die Harne einiger Dutzend Kranker unter Vermeidung 
eines unndtigen Bleiacetatiiberschusses untersucht, und dabei 
anfangs wiederholt auch groBe Mengen Harn (1—2 Liter), 
weiterhin Mengen von 0,5 bis 1 Liter, danach je 400 ccm in 
einer Analyse verarbeitet. 

Es wurden nur frische und unzersetzte Harne verarbeitet 
und das vom Bleiiiberschu8 befreite Filtrat nach geniigend 
starkem Kindampfen stets mehrere Tage lang stehen gelassen, 
da ja mit der Méglichkeit einer verzégerten Krystallisation 
etwa vorhandenen Tyrosins gerechnet werden muBte. Kam es 
zur Ausscheidung von Krystallen, die aus Tyrosin bestehen 
konnten, so ‘wurden sie méglichst vollstindig abgehoben und 
durch Waschen mit (nétigenfalls eisgekiihltem) Wasser ge- 
reinigt. Wir haben dabei hiaufiger eine Abscheidung von 
Krystallen erhalten, die das sog. typische Aussehen der Tyrosin- 
krystalldrusen zeigten. Aber nur in wenigen Fallen gaben die 
so gestalteten Krystalle nach der Reinigung noch deutliche 
Millonsche Reaktionen. Versuche, die geringen Mengen durch 
Umkrystallisieren aus ammoniakalischem Alkohol griindlicher 
zu reinigen, haben wir bald unterlassen, da der eine von uns 
(Schumm) schon friiher bei Untersuchungen an Harnen von 





1) Unsere Erfahrungen mit dem Verfahren von Neuberg-Manasse 
sind noch nicht zahlreich genug, um uns ein sicheres Urteil tiber seine 
Empfindlichkeit und Zuverlissigkeit zu gestatten. 

1 * 
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akuter Leberatrophie von dieser Behandlungsweise bei so 
kleinen Krystallmengen keinen Erfolg gehabt hatte. 

In zwei Fallen sichergestellter akuter Leberatrophie, von 
denen der eine schon aus friiherer Zeit stammte, waren im 
Sediment des frischen Harnes in kleinen Mengen zarte Krystall- 
drusen beobachtet worden, die von echten Tyrosinkrystalldrusen 
nicht zu unterscheiden waren. Dabei ist es dem einen von 
uns (Schumm) nicht gelungen, aus der gleichen und weiteren 
groBen Harnportionen jener zwei Kranken bei der chemischen 
Verarbeitung nach Frerichs-Staideler Tyrosin abzuscheiden. 
Wir halten es deshalb auf Grund unserer gemeinsamen Er- 
fahrungen nicht mehr fiir zulissig, lediglich auf den mikro- 
skopischen Befund hin das Vorhandensein von Tyrosin im Harn 
zu behaupten. Bei einem Teile der in der medizinischen 
Literatur angefiihrten Falle von akuter Leberatrophie ist die 
Anwesenheit von Tyrosin aber nur aus dem am Harnsediment 
erhobenen mikroskopischen Befund erschlossen worden! Wenn- 
gleich wir die Méglichkeit nicht bestreiten wollen, 
daB es sich wirklich um Tyrosin gehandelt hat, so ent- 
behren solche Befunde doch der Beweiskraft. Das 
gilt natiirlich auch fir jene Falle von vermeintlicher Tyrosin- 
anwesenheit, in denen Tyrosin zwar mikroskopisch im Harn- 
sediment, nicht aber durch die zur Kontrolle ausgefiihrte 
chemische Untersuchung des Harns nach Frerichs-Stideler 
aufgefunden werden konnte. 

Da es nicht ausgeschlossen erschien, daB die Empfindlich- 
keit des Verfahrens von Frerichs-Stideler noch etwas er- 
héht werden konnte, wenn man den Harn vor der Behandlung 
mit Bleiacetat verdiinnte, haben wir wiederholt. gleich groBe 
Harnmengen derselben Fille auch in dieser Weise untersucht, 
aber auch so keine weiteren positiven Tyrosinbefunde erhalten. 

Die Empfindlichkeit des Verfahrens von Frerichs- 
Stideler ist schon vor langer Zeit von Blendermann ge- 
priift worden. Die Zahl der von ibm mitgeteilten Analysen 
ist aber nicht groB; jedenfalls schien es uns notwendig, die 
Empfindlichkeit genauer zu priifen, um uns ein sicheres Urteil 
iiber seine Leistung bilden zu kénnen. 
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Vorkommen und Nachweis von Tyrosin im Harn. 


I. Normale Harne. 


Wir untersuchten zuerst das Verhalten normaler Harne ohne 
irgendwelche Zusitze, und fanden hierbei, wie zu erwarten war, 
in keinem Falle irgendwelche krystallinische Tyrosinabscheidung. 


Versuche 1 u. 2. Je 400 ccm normaler Harn wurden mit Blei- 
acetatlésung versetzt bis keine Fallung mehr erfolgte, dann (ohne vorher 
zu filtrieren) bas. Bleiacetat (Bleiessig) hinzugefiigt, bis auch dieses keine 
weitere Fillung mehr verursachte. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 
und das vollkommen klare Filtrat durch Einleiten von Schwefelwasser- 
stoft entbleit. 

Die vom Schwefelblei abfiltrierte Fliissigkeit (jetzt wieder etwa 
400 cem betragend) wurde dann auf 10 ccm eingedampft und zwei Tage 
stehen gelassen: keine Krystallisation, die fiir Tyrosin hitte gehalten 
werden k6énnen. 

Versuche 8 u. 4. Je 400cem normaler Harn mit Wasser auf 
1600 ccm verdiinnt, sonst in der gleichen Weise behandelt, wie in Ver- 
such 1 u. 2; dasselbe Ergebnis. 

Versuch 5. 400cem normaler Harn wurden mit Bleiacetatlésung 
versetzt bis keine Fiallung mehr erfolgte, vom Niederschlag abfiltriert 
und zum klaren Filtrat bas. Bleiacetat hinzugefiigt, bis nichts mehr 
ausfiel, und erneut filtriert. Weitere Behandlung wie unter Versuch 1 
und 2 beschrieben. 


Das Ergebnis war das gleiche. Wir wihlten jedoch fir 
die weiteren Untersuchungen diese Ausfiihrungsform, weil einer- 
seits nur so die Vollstindigkeit der Ausfallung richtig beurteilt 
werden kann, andererseits ein zu groBer BleiiiberschuB sicherer 
vermieden wird. 


Versuch 6. 400cem normaler Harn, mit einer wiBSrigen Lésung 
von 0,4g Tyrosin versetzt, auf 1600 ccm mit Wasser verdiinnt, mit 
Bleiacetatlésung gefiillt, filtriert, mit bas. Bleiacetat gefillt, filtriert, 
entbleit, filtriert, eingedampft, ergab auf der Oberfliiche der auf etwa 
10 cem eingedampften Fliissigkeit eine deutliche mikrokrystallinische 
Ausscheidung von Tyrosin, die, abgehoben und mit kaltem Wasser 
gewaschen, so daB die Krystalle fast rein weiB waren, einen stark 
positiven Ausfall der Millonschen Reaktion gaben. Das Tyrosin 1aBt 
sich wegen seiner Schwerléslichkeit in kaltem Wasser so ziemlich gut 
reinigen. Schon dabei fallt der Unterschied gegeniiber harnsauren 
Salzen auf. Diese lésen sich fast augenblicklich (vgl. II, 5—8). 

Versuch 7. 400ccm normaler Harn und 0,3g Tyrosin auf 
1600 cem verdiinnt, ebenso behandelt. Die Menge der ausgeschiedenen 
Tyrosinkrystalle war nicht nennenswert kleiner als bei ,,6“. 
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Versuch 8. 400cem normaler Harn und 0,2g Tyrosin auf 
1600 cem verdiinnt, ebenso behandelt: Die Menge der erhaltenen Tyrosin- 
krystalle war betrichtlich geringer als bei ,,6 und 7“. 

Versuch 9. 400 cem normaler Harn und 0,1 g Tyrosin auf 
1600 ccm verdiinnt, in gleicher Weise behandelt, ergab auch nach tage- 
langem Stehen keine Krystallabscheidung. 


Da vor allem bei der zweiten Ausfillung der Harne (mit 
bas. Bleiacetat) auffiel, daB der auf die zuerst zugesetzten 5 
bis 10 ccm ausgefallene Niederschlag sich nach einigem Um- 
schwenken der grofen Fliissigkeitsmenge vollstiindig wieder 
aufléste, wurde 


Versuch 10 wieder mit unverdiinntem Harn ausgefiihrt. 400 cem 
normaler Harn und 0,1 g Tyrosin ergab bei sonst gleicher Behandlung 
ebenfalls keine Tyrosinausscheidung. 

Versuch 11. 400 ccm normaler Harn und 0,2 g Tyrosin, wie in 
Versuch 5 verarbeitet, ergab positiven Ausfall. 

Versuch 12. Wiederholung von Versuch 11 mit der Abinderung, 
daB der Harn vor der Verarbeitung auf 1600 cem verdiinnt wurde. Er- 
gebnis: positiv. 

Die oben angefiihrte Erscheinung, daB sich ein Teil des 
durch bas. Bleiacetat erzeugten Niederschlages beim Um- 
schiitteln léste, wiederholte sich hier, und es stellte sich heraus, 
daB die so der Ausfaillung entgehenden Stoffe das Ergebnis 
ungiinstig beeinfluBten, insofern, als das Filtrat vom verdiinnten 
schon bei etwa 15 ccm stark sirupés wurde und nach etwa ein- 
tigigem Stehen zu einem Krystallbrei erstarrte, wahrend das 
Filtrat vom unverdiinnten Harn trotz des Einengens bis auf 
10 ccm fliissig blieb. Der unverdiinnte Harn wird demnach 
durch die Bleisalze vollstindiger gefallt. Um den Unterschied 
bei den beiden Ausfiihrungsformen zu erhirten, wurden noch 
einige Versuche in der gleichen Weise durchgefiihrt. 


Versuch 13. 400ccm normaler Harn und 0,2g Tyrosin auf 
1600 cem verdiinnt, bei gleicher Verarbeitung positives Ergebnis. Bei 
15 eem Volumen stark syrupés. 

Versuch 14. 400ccm normaler Harn (unverdiinnt) und 0,2 g 
Tyrosin: ebenfalls positiv. Bei 10 cem Volumen: noch vollstindig 
fliissig. 

Versuch 15 wie 13. 
Versuch 16 wie 14. 
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Da das Ergebnis vielleicht durch Verminderung des 
Volumens des urspriinglichen Harns noch giinstiger gestaltet 
werden konnte, wurde der Harn in einigen Versuchen vor der 
Behandlung mit Bleiacetat eingeengt. 


Versuch 17. 400ccm normaler Harn und 0,2 g Tyrosin, auf 
200 cem eingedampft, Behandlung wie gewoéhnlich: Ergebnis negativ. 

Versuch 18—20: Versuch ,,17“ dreimal wiederholt. Ergebnis 
auch negatiy. 


Um den bei den beiden Behandlungsformen (verdiinnt 
und unverdiinnt) sich ergebenden Konzentrationsunterschied 
zahlenmaBig festzulegen, wurden an dem wieder auf 400 ccm 
verdiinnten EKindampfriickstand Gesamtstickstoff bestimmungen 
nach Kjeldahl ausgefiihrt: 


Versuch 21. 400ccm normaler Harn und 0,2 g Tyrosin, auf 
1600 cem verdiinnt, ergab krystallinische Tyrosinabscheidung. Der 
Eindampfriickstand wurde auf 400 ccm verdiinnt und der Stickstoft 
hierin zu 0,30 °/, bestimmt. 

Versuch 22. Derselbe Harn unverdiinnt: Beziiglich Tyrosinab- 
scheidung ungefiihr dasselbe Ergebnis. N-Gehalt. 0,23 °/5. 

Versuch 23. 400ccem normaler Harn ohne Tyrosinzusatz, ver- 
diinnt und wie in Versuch 21 verarbeitet: N-Gehalt: 0,32 °/). 

Versuch 24. Derselbe Harn ohne Tyrosinzusatz unverdiinnt ver- 
arbeitet: N-Gehalt: 0,20 /). 

Ergebnis: Aus diesen Versuchen geht hervor, daB8 
Tyrosin in sonst normalen Harnen chemisch nach- 
gewiesen werden kann, wenn 400 ccm unverdinnt ver- 
arbeitet werden, und darin wenigstens 0,2 g Tyrosin 
vorhanden sind. Vor der Behandlung der Flissigkeit 
mit bas. Bleiacetat soll der durch neutrales Bleiacetat 
erzeugte Niederschlag abfiltriert werden. 


II. Pathologische Harne. 


Da es letzten Endes auf die Leistung des Verfahrens bei 
bestimmten Arten von pathologischen Harnen ankommt, so 
haben wir zu den weiteren Versuchen vorwiegend Harne von 
Leberkranken (und dhnliche) mit hohem Gallenfarbstofigehalt 
benutzt, dabei in drei Fallen neben Tyrosin auch eine bestimmte 
Menge Leucin zugesetzt, um festzustellen, ob dieser Kérper 
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die krystallinische Abscheidung und Auffindung des Tyrosins 
erschwert. 


Versuch 1. 400ccm Harn (Pat. Kr., Salvarsanikterus) und 0,2 g 
Tyrosin unverdiinnt in der oben angegebenen Weise verarbeitet: deut- 
liche 'Tyrosinabscheidung. 

Versuch 2—4. Je 400ccem Harn (Pat. Kr., Salvarsanikterus und 
Schn. Ikt. catarrh.) und 0,2 g¢ Tyrosin und 0,2 g Leucin: ebenfalls 
positiv. 

Ergebnis: Die Empfindlichkeit ist also bei diesen 
pathologischen Harnen dieselbe wie bei normalen, 


Versuche an pathologischen Harnen, denen kein Tyrosin 
zugesetzt war. 


Versuche 5—8. Je 400cem Harn (Pat. F., Ikt. catarrh., von 
verschiedenen Tagen) mit Wasser auf 1600 ccm verdiinnt, und jn ge- 
wohnter Weise behandelt. Wir erhielten jedesmal eine ziemlich starke 
zusammenhiingende Krystallhaut, in der die einzelnen Krystalldrusen 
das typische Aussehen von Tyrosin hatten. Die Krystalle lésten sich 
jedoch im Gegensatz zu Tyrosin leicht in Wasser, und gaben keine 
Millonsche Reaktion, wohl aber eine starke Blaufirbung mit Phos- 
phorwolframsiure und Sodalésung, was auf Harnsiiure bzw. harnsaures 
Salz schlieBen lieB. Aus Wasser umkrystallisiert, hatte das Produkt 
einen N-Gehalt (nach Kjeldahl ermittelt) von 26,5 °/,, wonach wir es 
als Di-Natriumurat (N: ber. 26,4°/5) ansahen. 

Versuch 9. 400ccm Harn (Pat. W.) in der gleichen Weise ver- 
arbeitet: kein Tyrosin. 

Versuch 10. 400cem Harn (Pat. Schm. Ikterus) ebenso: kein 
Tyrosin. 

Versuch 11. 400ccm Harn (Pat. La. Cholelithiasis) ebenso: kein 
‘Tyrosin. 

Versuch 12. 400ccem Harn (Pat. Ka. Ikt. catarrh.): kein Tyrosin. 

Versuch 13. 400 cem Harn (Pat. Schn. Ikt. cartarrh.): kein 
Tyrosin. 

Versuch 14. 400 cem Harn (Pat. Ka. Ikt. catarrh.): kein Tyrosin. 

Versuch 15. 400 ccm Harn (Pat. Ad. Ikt.). Deutlich tyrosin- 
tihnliche Krystalle, die gewaschen keine Millonsche Reaktion, wohl 
aber Blaufirbung mit Phosphorwolframsiure und Sodalisung gaben. 

Versuch 16. 400 ccm Harn (Pat. Eck. Ikt. catarrh.): kein Tyrosin. 

Versuch 17. 400ccm Harn (Pat. Nie. Stauungsikterus): kein 
‘Tyrosin. 

Versuch 18. 400ccm Harn (Pat. Dr. Ca. hepatis): kein Tyrosin. 

Versuch 19. 400 ccm Harn (Pat. Me, Ilkterus): Behandlung wie 
gewohnlich. Es wurde eine iiuBerst spirliche Krystallisation erhalten, 
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die tyrosinihnliches Aussehen hatte, wegen der geringen Menge jedoch 
nicht niher identifiziert werden konnte. 

Versuch 20. Dasselbe vom folgenden Tage: kein Tyrosin. 

Versuch 21. 400 ccm Harn (Pat. Ja. Ikterus): kein Tyrosin. 

Versuch 22. 400 cem Harn (desselben vom folgenden Tage). Es 
wurden in geringer Menge tyrosinihnliche Krystalle erhalten, die Harn- 
siiurereaktion gaben. 

Versuch 23. 400ccm Harn (Pat. Neu. Ikterus): kein Tyrosin. 

Versuch 24. 400ccm Harn (Pat. Lii. Ikterus): kein Tyrosin. 

Versuch 25. 400 ccm Harn (Pat. Neu., 2 Tage spiiter als 23): 
kein Tyrosin. 

Versuch 26. 400 cem Harn (Pat. Str. Ca. der Gallenwege): kein 
Tyrosin. 

Versuch 27. 400 ccm Harn (Pat. Bau. Ikterus): kein Tyrosin. 

Versuch 28. Dasselbe: Kein Tyrosin. 

Versuch 29—30. Je 400 cem Harn (Pat. Ze. Ikterus): kein Tyrosin. 

Versuch 31. 400ccem Harn [Pat. He. Ikterus catarrhalis')] ergab 
eine geringe Krystallabscheidung, die sich wie Tyrosin verhielt, das 
heiBt, schwer léslich war und Millonsche Reaktion gab. 

Versuche 32—37. Harn von Pat. Ku. (Cystopyelitis, Lues). Er- 
hielt im Abstand von 7 Tagen 2mal Neosalvarsan, 5 Tage nach der 
2. Injektion starker Ikterus. Untersuchung des ikterischen Harnes. 

a) Verarbeitung von 3 mal je 400 cem Harn verschiedener Tage: 
kein Tyrosin. 

b) 3 mal je 400 ccm Harn der drei folgenden Tage, ergaben bei 
gleicher Behandlung eine deutliche Krystallabscheidung vom Aussehen 
des Tyrosins, Ihre Menge war betrichtlich genug, um durch Waschen 
mit kaltem Wasser gereinigt und mit einigen Reaktionen gepriift werden 
zu kénnen. Wir erzielten schwach positive Millonsche Reaktion, 
wihrend die Reaktion auf Harnsiiure negativ ausfiel, und wir sind der 
Ansicht, in diesem Falle Spuren von Tyrosin gefunden zu haben (vgl. 
B. If. Vers. 32—84). 


Ergebnis: Bei der Untersuchung gewdéhnlicher 
ikterischer Harne ohne Zusatz nach dem Verfahren 
von Frerichs-Stideler haben wir im allgemeinen kein 
Tyrosin gefunden, wohl aber einige Male eine Krystall- 
abscheidung, die mikroskopisch das Aussehen des 





') Der Ikterus bestand etwa 4 Wochen lang (April—Mai 1921), 
Leber vergréBert, druckempfindlich; Fettstiihle, im Harn reichlich Bilirubin. 
Friihere Erkrankungen: 1912 Gehirnerschiitterung durch Trauma, 1918 
epileptische Anfille, Lues-Infektion, Behandlung mit Salvarsan und 
Quecksilber. Zurzeit des Ikterus (1921) Wassermann negativ. 
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Tyrosins bot und ohne chemische Prifung als Tyrosin 
hatte gelten kénnen. Der negative Ausfall der Millon- 
schen Probe im Verein mit der positiven Harnsiure- 
reaktion bewies, da8 kein Tyrosin vorlag. Obige 





Regel wird aber eingeschrinkt durch die Befunde am : 
Harn der Falle He. (Vers. 31) und Ku. (Vers. 32—37). Man ’ 
wird zwar immer den Kinwand machen kénnen, daf : 
die zugehérigen positiven Tyrosinbefunde nicht durch 
die Elementaranalyse erhirtet sind. Demgegeniiber 
ist aber zu betonen, daB die abgeschiedene Substanz, 
soweit ihr Verhalten prifbar war, die Merkmale des d 
Tyrosins zeigte. \ 
a 
III. Harne von akuter Leberatrophie. 9 
Wir hatten Gelegenheit, die Harne von 6 Fiillen von sicher- a 
gestellter Leberatrophie zu untersuchen. Leider waren die zur H 
Verfiigung stehenden Harnmengen so gering, daB die Unter- i 
suchung nur in einem Falle wiederholt werden konnte. } 
Versuchi. 400 ccm Harn (Pat. De.) wurden wie gewéhnlich ver- 2 
arbeitet, und wir erhielten nach 2 tigigem Stehen eine geringe Menge 9 
eines Stoffs, der das Aussehen von Tyrosin zeigte, sich beim Waschen ‘ 
in Wasser nicht merklich léste, deutliche Millonsche Reaktion, aber 
keine Harnsiiurereaktion gab. Trotzdem wir in Anbetracht der geringen , 
Menge nicht in der Lage waren, eine Stickstoffbestimmung auszufiihren, : 
glauben wir auf Grund seiner Eigenschaften diesen Kérper fiir Tyrosin v 
halten zu miissen. v 
Versuch 2. 400 cem Harn (Pat. Kl.) wurden wie gewoéhnlich ver- f 
arbeitet. Wir erhielten einen Stoff, der das Aussehen von Leucinkugeln 1 
hatte, sich aber bei der Aufarbeitung als harnsaures Salz erwies (ver- 
hiltnismaBig leicht léslich, Harnsiurereaktion positiv). Die Menge war i 
zu gering, um Stickstoffbestimmung ausfiihren zu k6énnen. 
Versuch 3. 400 ccm Harn (Pat. Be.). Verarbeitung wie gewoéhnlich: 9 
kein Tyrosin. *) r 
Versuch 4. 400 ccm Harn (Pat. Sz.). Verarbeitung wie gewohnlich: 
kein Tyrosin. I 
Versuch 5. 400 ccm Harn (Pat. Ki.). Verarbeitung wie gewohnlich: g 
kein Tyrosin. 8 
*) Hier wurde auch das Serum nach Neuberg und Richter 
(Dtsch, med. Wehschr. Bd. 30, S. 499 (1904)] untersucht, aber kein Tyrosin D 
oder Leucin gefunden. h 
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Versuch 6. Dasselbe vom folgenden Tage: kein Tyrosin. 

Versuch 7. 400 ccm Harn (Pat. Hii.). Verarbeitung wie gewoéhnlich: 
kein Tyrosin. 

Ergebnis: Unter 6 Fallen von akuter gelber Leber- 
atrophie, bei durchweg einmaliger Untersuchung des 
Harns in 5 Fallen Tyrosin nicht auffindbar, in 1 Falle 
eine geringe Menge eines Stoffs abscheidbar, der sich 
in den gepriften Kigenschaften wie Tyrosin verhielt. 


B. Verfahren von Lippich. 

Zur Feststellung der Zuverlissigkeit und Empfindlichkeit 
dieses Verfahrens wurde in engster Anlehnung an Lippichs 
Vorschrift in folgender Weise verfahren: 100 ccm Harn wurden 
auf etwa 20—25 ccm eingedampft und dann mehrere Stunden 
gekocht. Sauer reagierende Harne wurden mit Barytwasser 
alkalisiert und der iiberschiissige Baryt vor dem Ansiuern 
mittels Kohlendioxyd entfernt. EiweiBhaltige Harne wurden 
bei schwach saurer Reaktion aufgekocht und das ausgeflockte 
Kiwei8 abfiltriert. Zuerst kochten wir im offenen Kolben 
21/,—4 Stunden lang. Dabei ist darauf zu achten, daB stets 
20—40 ccm Fliissigkeit im Kolben vorhanden sind, was natiirlich, 
wie auch Lippich hervorhebt, fast stindige Aufmerksamkeit 
erfordert. Spiter kochten wir unter Anwendung eines Riick- 
fluBkiihlers, nun aber 6—10 Stunden. Wir kochten so heftig 
wie méglich, um das sich bildende Ammoniak méglichst zu 
verjagen. Etwa ausfallende Niederschlage wurden stets ab- 
filtriert. Aus spiter zu erérternden Griinden kamen wir zu- 
letzt wieder auf das Kochen im offenen Kolben zuriick und 
halten dieses fiir das ZweckmaBigste. 

An das Kochen schlieBt sich die Anhydrisierung an. Wir 
gaben etwa 30 ccm rauchende Salzsiure hinzu und kochten 
noch 1—2 Minuten. Nach dem Abkiihlen wurde das Reaktions- 
produkt 4 bis 6 mal mit je etwa 50 ccm Ather griindlich aus- 
geschiittelt, der Ather verdampft, und der Riickstand, falls 
seine Menge es zulieB, aus kochendem Wasser umkrystallisiert. 
Da wir niemals eine zur Schmelzpunkt- oder Stickstoffbestim- 
mung geniigende Menge Substanz erhielten, muBten wir uns auch 
hier auf die Anstellung der Millonschen Reaktion beschrinken. 
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I. Normale Harne. 


Versuche 1—12. Je 100 cem normaler Harn, in der oben be- 
schriebenen Weise verarbeitet, ergab niemals Krystallabscheidung. 

Versuch 13. 100 ccm normaler Harn und 0,1 g Tyrosin, ebenso 
verarbeitet, ergab eine deutliche typische Krystallabscheidung. Nach 
dem Umkrystallisieren positiver Millon. 

Versuch 14. 100 ecm normaler Harn und 0,05 g Tyrosin: posi- 
tives Ergebnis wie bei Versuch 13. 

Versuch 15. 100 cem normaler Harn und 0,03 g Tyrosin: posi- 
tives Ergebnis. 

Versuch 16. 100 ccm normaler Harn und 0,01 g Tyrosin: noch 
deutlich positiv. 

Versuche 17—20. Versuch 16 4 mal wiederholt: dasselbe Ergebnis 
wie bei Versuch 16. 


Bei diesen 20 Versuchen wurde im offenen Kolben 4 Stunden 
lang gekocht. 

Ergebnis: Bei obiger Ausfithrungsform von 
Lippichs Verfahren erhielten wir aus normalen Harnen 
keine Tyrosinverbindung, fanden zugesetztes Tyrosin 
aber wieder, wenn der T'yrosinzusatz mindestens 0,01°/, 
betrug und 100 ccm Harn verarbeitet wurden. 


II. Pathologische Harne. 


a) Mit Tyrosin versetzte Harne. 


Bei der Untersuchung pathologischer Harne ergab 
sich die gleiche Empfindlichkeit des Verfahrens wie 
bei den normalen. 


Versuch 1. 100 cem Harn (Pat. Kr., Salvarsanikterus) und 0,01 g 
Tyrosin im offenen Kolben 4 Stunden gekocht: positiv. 

Versuch 2. 100 cem Harn (Pat. Kr., vom folgenden Tage) und 
0,01 ¢ Tyrosin: positiv. 

Versuch 3. 100 cem Harn (Pat. Eck., Ikt. etarrh.) und 0,01 g 
Tyrosin, ebenso behandelt, gibt gleichfalls Krystallisation und positiven 
Ausfall der Millonschen Reaktion. 

Versuch 4. 100 ccm Harn (Ikterus) und 0,62 g Tyrosin am Riick- 
flu8kiihler 6 Stunden gekocht. Der Versuch verlief negatiy. 

Versuch 5. 100 cem Harn (Ikterus) und 0,03 g Tyrosin am Riick- 
fluBkiihler 6 Stunden gekocht: positiv. 

Versuch 6. 100 cem Harn (Ikterus) und 0,02 ¢ Tyrosin am Riick- 
flu8kiihler 6 Stunden gekocht: negativ. 
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Versuch 7. 100 cem Harn (Ikterus) und 0,01 g Tyrosin am Riick- 
fluBkiihler 10 Stunden gekocht: negatiy. 

Versuch 8. 100 ccm Harn (Ikterus) und 0,02 g Tyrosin am Riick- 
flu8kiihler 10 Stunden gekocht: positiv. 

Versuch 9. 100 cem Harn (Ikterus) und 0,03 g Tyrosin am Riick- 
flubkiihler 10 Stunden gekocht: positiv. 

Versuch 10. 100 ccm Harn (Ikterus) und 0,01 g Tyrosin 4 Stunden 
im offenen Kolben gekocht: positiv. 

Versuch 11. Versuch 10 wiederholt: positiv. 


Ergebnis: Beim Kochen im offenen Kolben stellte 
sich uns die Empfindlichkeit des Verfahrens bei An- 
wendung auf pathologische Harne als ebenso grof 
heraus wie bei Anwendung auf normale Harne. Die 
Verwendung des RickfluBkiihlers macht auch bei 
10 stiindiger Kochdauer das Ergebnis zweifelhaft, wes- 
halb wir das Kochen im offenen Kolben, trotz der 
damit verbundenen Unbequemlichkeiten vorzogen. 
Von dem von Lippich empfohlenen Durchleiten von 
Wasserstoff zur Entfernung des gebildeten Ammoniaks 
sahen wir aus technischen Griinden ab. 


b) Pathologische Harne ohne Tyrosinzusatz. 


Versuch 12. 100 cem Harn (Ikterus) 10 Stunden am RiickfluB- 
kiihler: negativ. 

Versuch 138. Versuch 12 wiederholt: negativ. 

Versuche 14—17. Je 100 com Harn (Pat. Wu.) 10 Stunden am 
RiickfluBkihler: negativ. 

Versuch 18. 100 cem Harn (Pat. Kr., Salvarsanikterus) 4 Stunden 
im offenen Kolben: negativ. 

Versuch 19. 100ccem Harn (Pat. Schn., Ikt. cat.) ebenso behandelt: 
negativ. 

Versuch 20. 100 cem Harn (desselben vom folgenden Tage) ebenso 
behandelt: negativ. 

Versuch 21. 100 ccm Harn (Pat. Fr., Ikterus) ebenso: negativ. 

Versuch 22. 100 ccm Harn (Pat. Me., Ikterus) ebenso: negativ. 

Versuch 23. 100 ecm Harn (Pat. Str., Ca. der Gallenwege) ebenso: 
negativ. 

Versuche 24—25. Je 100 cem Harn (Wu.) ebenso: wir erhielten 
eine iiuBerst kleine Menge an Krystallen, mit denen Reaktionen nicht 
angestellt werden konnten. 
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Versuche 26—29. Je 100 cem Harn (desselben von den folgenden 
Tagen) ebenso: negativ. 

Versuch 30. 100 cem Harn (Pat. He., Ikterus catarrhalis) ebenso: 
ergab geringe Krystallabscheidung, die nicht naher identifiziert werden 
konnte (vgl. A. II. Vers. 31). 

Versuch 31. 100 ccm Harn (Pat. Ja., Ikterus) ebenso: ergab eine 
geringe Spur von Krystallen, die nicht niiher identifiziert werden konnten. 

Versuche 32—44. (Harn des Pat. Ku., Cystopyelitis, Lues. Die 
ersten 6 Versuche wurden an einzelnen Harnportionen verschiedencr 
Tage angestellt, die letzten 7 an Mischharn). 100 ccm Harn auf die 
gewohnliche Weise verarbeitet, ergab stets eine deutliche krystallinische 
Abscheidung. Die umkrystallisierte Substanz gab positive Millonsche 
Reaktion. In Ubereinstimmung mit den Versuchen 32—37 unier A. II. 
nahmen wir auch hier an, da8 wir Tyrosin in Hinden hatten. 


Ergebnis: Bei der Anwendung von Lippichs Ver- 
fahren in obiger Ausfiihrungsform auf gewdéhnliche 
ikterische Harne erhielten wir im allgemeinen keine 
oder doch nur eine unbedeutende, zur Identifizierung 
der Substanz nicht geniigende Krystallabscheidung. 
Im Falle Ku. (Versuche 32—44) wurde aber bei wieder- 
holter Untersuchung stets ein positiver Befund erzielt 
(vgl. das Ergebnis der Untersuchung nach Frerichs- 
Staideler). 


c) Harne von akuter Leberatrophie. 


Wir haben die Harne von 7 Fallen von akuter gelber 
Leberatrophie nach Lip pich s Verfahren folgenderma8en gepriift: 


Versuche 1—2. Je 100 cem Harn (Pat. De.) wurden im offenen 
Kolben 4 Stunden gekocht: deutliche Krystallisation, nach Umkrystalli- 
sieren positiver Millon. 


Versuch 8. 100 cem Harn (desselben) am RiickfluBbkiihler 8 Stunden 
gekocht: positiv. 

Versuch 4, 100 ccm Harn (desselben) im offenen Kolben 31/, Stun- 
den gekocht: negativ. 

Versuch 5. 100cem Harn (desselben) im offenen Kolben 4 Stunden 
gekocht: positiv. 

Versuch 6. 100 cem Harn (desselben) am RiickfluSkiihler 9 Stunden 
gekocht: positiv. 

Versuche 7—8. Je 100 cem Harn (Pat. Ja.) am RiickfluBkiihler 
10 Stunden gekocht: negativ. 
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Versuche 9—14. Je 100 ccm Harn (desselben) am Riickflubkihler 
111/, Stunden gekocht: negativ. 

Versuch 15. 100ccm Harn (Pat. Be.) im offenen Kolben 4 Stunden 
gekocht: negativ. 

Versuche 16—17. Je 100 cem Harn (Pat. Ki., von 2 aufeinander- 
folgenden Tagen) im offenen Kolben 4 Stunden gekocht: negativ. 

Versuche 18—19. Je 100 ccm Harn (Pat. Hu.), ebenso: negativ. 

Versuch 20. 100 ccm Harn (Pat. Schi.) ebenso: negativ. 

Versuch 21. 100 cem Harn (desselben, vom folgenden Tage, un- 
mittelbar nach dem Tode entnommen): deutliche Krystallisation, die 
nach Reinigung positive Millonsche Reaktion gab. 

Versuche 22—24. Je 100 cem Harn (Pat. Gr., von zwei aufeinander- 
folgenden 'Tagen) ebenso: negativ. 

Ergebnis: Unter 7 Fallen von akuter gelber Leber- 
atrophie, deren Harne wir nach Lippichs Verfahren 
(teils mehrfach) untersuchten, konnten wir nur in 
2 Fallen (Pat. De. und Pat. Schi., hier nur im Leichen- 
harn) eine krystallinische Verbindung gewinnen, deren 


Verhalten fiir einen Tyrosingehalt des Harns sprach. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


Nach AbschluB der geschilderten Versuche haben wir die 
Ausfihrung von Lippichs Verfahren so abgeiindert, daB wir 
das Kochen durch Einleiten von Wasserdampf bewirkten. Wir 
erwarteten davon ein mindestens ebenso gutes Ergebnis, da 
das entstehende Ammoniak hierbei ebenso sicher entfernt wird 
wie beim unmittelbaren Kochen im offenen GefiB iiber der 
Flamme, und auSerdem eine Ersparnis an Beaufsichtigung.") 

Bei 12 in dieser Art ausgefiihrten Versuchen an normalen, 
mit 0,02 °/, Tyrosin versetzten Harnen war der ‘l'yrosinnachweis 
ebenso sicher zu fiihren wie bei der anderen Ausfiihrungsweise. 
Dieses Vorgehen erscheint uns deshalb empfehlenswert. 


Zusammenfassung. 


1. Die Verfahren von Frerichs-Stideler und von 
Lippich sind zur Auffindung von Tyrosin im Harn geeignet. 





1) Das durch Einleiten von Dampf bewirkte Kochen wird durch 
einen untergestellten Brenner nur so weit unterstiitzt, daB keine Abnahme, 
sondern eher eine geringe Vermehrung der Fliissigkeitsmenge erfolgt. 
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Die Empfindlichkeitsgrenzen sind fiir das erstgenannte 0,2 ¢ 
Tyrosin in einer zu verarbeitenden Harnmenge von 400 ccm, 
fiir das zweite 0,01—0,02 g Tyrosin in 100 ccm Harn. Ge- 
naues Kinhalten der oben beschriebenen Versuchsbedingungen 
ist unerlaBlich. Die zur genaueren Identifizierung durch die 
Elementaranalyse erforderlichen Mengen Tyrosin lassen sich 
nur aus wesentlich tyrosinreicheren Harnmengen gewinnen. 

2. In welcher Hiufigkeit bei der akuten Leberatrophie 
Tyrosin im Harn in einer solchen Menge auftritt, daB es chemisch 
abgeschieden und mit einiger Sicherheit identifiziert werden 
kann (bei Anwendung des Verfahrens von Frerichs-Stiadeler 
mindestens 0,05°/, Tyrosingehalt), la8t sich unseres Erachtens 
zurzeit zahlenmiBig auch nicht ni&herungsweise ausdriicken, 
Als sicher erscheint uns nur, da8 in nicht wenigen Fallen 
nachweisbare Mengen von T'yrosin fehlen, so daB bei negativem 
Ausfall auch der sorgfailtigsten chemischen Harnuntersuchung 
doch mit dem Bestehen der akuten Leberatrophie gerechnet 
werden muB, selbst wenn im Harn mebhrerer aufeinander- 
folgender Tage kein Tyrosin gefunden werden kann. 

3. Dem lediglich mikroskopischen Nachweis von Tyrosin 
im Harnsediment glauben wir auf Grund eigener vielfacher 
Beobachtungen und Erfahrungen bezgl. dieses Stoffs volle Be- 
weiskraft nicht zuerkennen zu kénnen und halten deswegen die in 
der Literatur vermerkten Angaben iiber positive Tyrosinbefunde im 
Harn bei Leberatrophie zum Teil fir nicht geniigend gesichert. 

4. Krystalle, die sich in den gepriiften EKigenschaften wie 
Tyrosin verhalten, haben wir ausnahmsweise auch in einem 
Falle von Ikterus catarrhalis gefunden, ferner bei einem Falle 
von Lues mit Salvarsanikterus (und Cystopyelitis), dagegen bei 
neun Fallen von akuter Leberatrophie nur vereinzelt. 
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Die Wirkung der Dakinschen Hypochloritlésung 
auf gewisse organische Substanzen. 


Von 


N. 0. Engfeldt. 





(Aus dem physiol.-chem. Institut der Tierdrztlichen Hochschule zu Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1922. 


Im Hinblick auf die groBe Bedeutung, welche die Dakin- 
sche’) Hypochloritlésung seit Anfang des Weltkriegs als Des- 
infektionsmittel erlangt hat, ist es zweifellos von Interesse, 
die chemische Wirkung, die das Hypochlorit auf die Haupt- 
gruppen der in den lebenden Zellen vorkommenden Stoffe 
ausiibt, genauer zu ermitteln. Die von Dakin‘) und seinen 
Mitarbeitern hinterlassenen Mitteilungen auf diesem Gebiet 
sind ziemlich kurz gefaBt und summarisch gehalten. Vom 
quantitativen Gesichtspunkte geben sie eine sehr unvollstindige 
Kenntnis der Kinwirkung des Hypochlorits auf die Inhaltsstoffe 
der Zellen. Freilich spricht Dakin die Ansicht aus, daB unter 
den Substanzen, die mit Hypochlorit zu reagieren vermégen, 
die Proteinstoffe die Hauptrolle spielen, jedoch liegt zwischen 
diesem allgemein gehaltenen Ausspruch und der Kenntnis von 
der quantitativen chemischen Einwirkung des Hypochlorits 
sowohl auf Proteinstoffe, als auch auf Fette und Kohlehydrate 
ein groBer Zwischenraum. 

Die im folgenden niedergelegten Untersuchungen sollen einen 
Beitrag zur niheren Kenntnis der geiuBerten Verhiltnisse liefern. 





1) Dakin, Brit. med. Jl., Vol. 2, S. 318, 609, 809 (1915); Morton, 
ebenda, 8. 778; Dakin, Cohen, Daufresne, Kenyon, Proc. Royal. Soc. 
London Bd. 89, Ser. B, 8. 232 (1916); Carrel, Dehelly, ,,Le traitement 
des plaies infectées‘‘, Paris (1917). 
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Historiseher Uberblick. 


Schon 1850 wies Wurtz") das Vorkommen von halogenierten 
Aminen nach, obwohl diese Substanzen in ihrer chemischen 
Konstitution nicht genau definiert waren. N-halogenierte Amine 
erhilt man am einfachsten durch Umsetzung zwischen Aminen 
und Hypochlorit, Monochlorderivate bei gewéhnlicher Tem- 
peratur’), Dichlorderivate bei Destillation.*) Nach letzterem 
Verfahren stellte v. Berg‘) eine gréBere Anzahl Dichloramine 
her und bestimmte deren Eigenschaften. Die Monochlorderivate 
vom Typus R.NHCI zerfallen schon bei der Aufbewahrung 
unter Bildung von Aminhydrochloriden R.NH,HCl. Bei Be- 
handlung mit Salzsiure entwickelt sich Chlor unter Wieder- 
bildung von halogenfreiem Amin: 


R.NHCl + 2HCl = Cl, + R.NH,HC1. 
Die Monoalkyldichloramine sind bestandiger als die Mono- 


halogenderivate, doch machen auch diese mit Salzsiure Chlor 
frei. Mit alkoholischem Kali bildet sich Nitril und Chlorid: 


R.CH,NCI, + 2KOH = R.ON + 2KCl + 2H,0. 

Unter geeigneten Versuchsbedingungen wird das Nitril 
unter Bildung der entsprechenden Siure und H,N-Abspaltung 
verseift: 

1. C,H,NCl, + 2KOH = C,H,NH, + 2KOCI. 

2. C,H,NH, + 2KOCl = CH,COOH + H,N + 2KC1. 

Die letzte Phase in dem soeben angefiihrten Reaktions- 
verlauf ist von keinem geringen Interesse, da sie die Reaktionen 
andeutet, in denen Hypochlorit auf Amine bei gewohnlicher 
Temperatur einwirken darf. Durch ein im nachstehenden an- 
gefiihrtes Experiment kann es als bewiesen gelten, daB die 
Reaktion, wenigstens teilweise, auf folgende Weise verliuft: 
zunichst bildet sich ein N-chloriertes Amin, dieses zerfiallt 
unter H, N-Abspaltung und Bildung des dem Amin entsprechenden 





1) Wurtz, Ann. de Chim. et de Physique Bd. 30, S. 454, 474 (1850). 
2) Kohler, Chem. Ber. Bd. 12, S. 770 (1879). 
3) Tcherniak, Bull. Soc. chim. France Bd. 24, 8. 451 (1875). 
4) vy. Berg, C. R. de Paris Bd. 110, S. 862 (1890); 114, S. 483, 1379 
(1892); Bd. 116, S. 327, 887 (1893). 
Q* 
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Aldehyds. Bei Uberschu8 an Hypochlorit reagieren diese Sub- 
stanzen weiter. Das Ammoniak zerfallt unter Stickstoffgas- 
entwicklung; oder Aldehyd wird zur entsprechenden Siure 
oxydiert. 


1. CH,C<Hz, + NaClO = CH, -C<Hisq) + NaOH: 


2. CHC<ht¢) + Hi0 = CH,C<6 + HN + HCI; 


3. 2H,N + 3NaClO = 3NaCl + 3H,0 +N,; 
4. CH,CHO + NaClO = CH,COOH + NaCl. 


Versuche mit Athylamin. 


100 ecm Dakins Natriumhypochloritlésung, deren Bereitung und 
Zusammensetzung auf Seite 25 beschrieben wird, mischte ich mit 1 ccm 
10°/,iger Athylaminlésung. Nach einigen Minuten wurde die Fliissigkeit 
von einer feinverteilten Substanz milchwei8. Nach weiteren 20—30 Minuten 
hatte sich die Lésung wieder geklirt, wobei eine schwache Stickstoff- 
gasentwicklung zustande kam. Fast unmittelbar nach dem Mischen der 
Hypochlorit- und Athylaminlésung entwickelte sich ein intensiver, in 
hohem Grade reizender, etwas an unterchlorige Siure erinnernder Geruch. 
Wegen Uberschusses an Alkalicarbonat war die Mischung wihrend des 
ganzen Versuchs von alkalischer Reaktion — eine Tatsache, welche die 
Bildung von freiem Chlor in der Reaktionsmischung unmdglich macht. 
Wird ein Luftstrom vorsichtig durch die Lésung in angesiuertes Jod- 
kalium geleitet, so werden unmittelbar grofe Mengen Jod frei. Die 
fliichtige Substanz besteht zweifellos aus chloriertem Athylamin. Der 
Hypochloritverbrauch wihrend des Versuchs geht aus folgender Zusammen- 
stellung hervor. Totalmenge NaClO = 137 cem n/10. 








‘ eit NaClO-Verbrauch NaClO-Verbrauch | 
eem n/10 %o 
2 Stdn. 32 23,3 
4 9 47 34,3 
24 ,, 117 85,4 








Bei einem anderen Versuch wurde nach 1 stiindiger Aufbewahrung 
der Uberschu8 an Hypochlorit und das gebildete Chioramin durch Zusatz 
von Ferrosulfat und Alkalicarbonat zerstért. Nach einer halben Stunde 
wurde filtriert. Das Filtrat, das nicht mit Jodwasserstoff reagierte, wurde 
mit Schwefelsiiure angesiuert und destilliert. Das Destillat hatte deut- 
lichen Geruch nach Acetaldehyd, reduzierte ammoniakalische Silber- 
lésung und gab bei Zimmertemperatur Jodoform mit Alkalihypojodit. 
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Da das Destillat auBerdem mit der Frommer-Engfeldtschen’) Probe 
ein fir Aceton, die einzige fliichtige Substanz, die neben Acetaldehyd 
bei Zimmertemperatur Jodoform mit Alkalihypojodit gibt, negatives 
Resultat zeitigte, kann die Anwesenheit von Acetaldehyd mit voller 
Sicherheit als bewiesen gelten. 

Ein gewisses Interesse in diesem Zusammenhang bietet 
auch die von v. Berg?) gemachte Beobachtung, daB Dialkyl- 
chloramine bei Behandlung mit alkoholischem Kali unter Ab- 
spaltung von Salzséure reagieren und zwar auf folgende Weise: 
Jas am Stickstoff haftende Halogen tritt mit einem Wasser- 
stoffatom, das es den benachbarten Alkylgruppen entnimmt, 


unter Bildung von Salzsiure aus — es kénnen — falls die 
beiden Alkylgruppen des Chloramins nicht miteinander identisch 
sind — zwei isomere Alkyliden-alkylamine entstehen, welche 


bei der Hydrolyse mit Hilfe von Saiuren je zwei verschiedene 
Aldehyde und Amine liefern.“ 

Raschig’®) zeigte 1909, daB das einfachste aller Chloramine 
bei Behandlung von Ammoniak mit Natriumhypochl: rit entsteht: 


NH, + NaClO = NH,Cl + NaOH. 

Das gebildete Chloramin zerfaillt bei der Aufbewahrung 

in Stickstoff, Ammoniak und Salzsiure: 
3NH,Cl = N, + H,N + 3HCl. 

Bei UberschuB an Hypochlorit geht die Reaktion direkt 

unter Stickstoffgasentwicklung vor sich: 
2H,N + 3NaClO = 3NaCl + 3H,O + N,. 

Hypochlorit wirkt folglich desamidierend sowohl auf Am- 
moniak als auch auf Amine. Ein dhnliches Verhalten be- 
obachtete Langheld*) mit aliphatischen a-Aminofettsiuren. 
Da die Langheldsche Untersuchung in der Tat fiir unsere 
Kenntnis der Hypochloriteinwirkung auf die Hydrolyseprodukte 
der EiweiBstofte, die «-Aminofettsiuren, grundlegend ist, inter- 
essiert uns ein niheres Eingehen auf dieselbe ganz besonders. 





1) Engfeldt, Berl. klin. Wehschr. Bd. 52, 8. 458 (1915). 

*) v. Berg, Bull. Soc. chim. [8] Bd. 17, 8. 297 (1897); s. auch Meyer- 
Jacobson, Org. Chem. Bd. 1, S. 364 (1907). 

°) Raschig, Chem. Ber. Bd. 40, 8. 4580 (1907). 

*) Langheld, Chem. Ber. Bd. 42, S. 392, 2360 (1909). 
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Nach Langhelds Untersuchungen reagiert Natriumhypo- 
chlorit mit ¢-Aminofettsiuren unter Bildung des Natriumsalzes 
der stickstofichlorierten Siure. Diese Substanz ist bei niedrigerer 
Temperatur kurze Zeit haltbar. Dieselbe macht Jod aus Jod- 
kalium frei, farbt aber im Gegensatz zu Hypochlorit nicht 
Anilinwasser. Die Siure ist in Wasser vergleichsweise leicht 
léslich und 1a8t sich mit Ather extrahieren. Aus solchen 
Chloraminsiuren hat Langheld Mono- und Dichlorleucin in 
Substanz hergestellt. Diese charakterisieren sich als feste, 
leicht zerfallende, nach Chloramin und Aldehyd riechende 
Korper.') Die Bildung von Chloraminsiure geschieht nach 
Langheld quantitativ und beinahe momentan. Die gebildete 
Chloraminsiure zerfillt auBerst leicht unter Kohlendioxydent- 
wicklung und Ammoniakabspaltung in das Aldehyd der nichst 
tieferen Reihe. Somit zerfallen: Alanin in Acetaldehyd, 
Leucin in Isovaleraldehyd, Phenylamin in Phenylacetaldehyd, 
Glutaminsiure in Halbaldehyd der Malonsiiure, die jedoch 
leicht in Kohlendioxyd und Acetaldehyd gespalten wird. Lang- 
held untersuchte 14 Aminofettsiiuren. Der Reaktionsverlau! 
14Bt sich auf folgende Weise schematisieren: 


R COOH , x R COONa 

R>C<yR. at NaclO. ——> Ro>C<yR “cq + 20 > 
R ui NT. (1 R ~ 

RL>e = NB + CO, + ne i > Ri>co + NELR. 


Nach Langheld bleibt die Chloraminsiurebildung ganz 
aus oder sie tritt wesentlich schwerer ein, wenn der Stickstoft ' 
an einem Siurerest haftet. Hippursiure, Casein, Hiihnereiweil 
und Leim wiirden demnach gegeniiber Hypochlorit indifferent 
sein. Die letzteren Angaben haben sich jedoch als unrichtig 
erwiesen. 

Schon 1904 macht Effront?) darauf aufmerksam, dai 
Hypochlorit bei gewéhnlicher Temperatur unter Verlust von 
»bleichendem Chlor“ nicht allein mit Aminen, Iminen, Siure- 
amiden und Aminosiuren, sondern auch mit Eiwei8stoffen und 





) Vermutlich durch Zersetzung (Anmerkung des Verfassers). 
*) Effront, Chem. Ber. Bd. 37, S. 4290 (1904). 
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Peptonen von verschiedener Art reagiert. Der Chlorverlust 
kann zur quantitativen Berechnung der letztgenannten stick- 
stoffhaltigen Verbindungen herangezogen werden. Hierbei wiirde 
man viel genauere Resultate erhalten als durch Messung des 
bei der Hypochlorit- oder Hypobromitbehandlung entwickelten 
Stickstoffgases. Effront setzt folglich voraus, daB bei der 
Reaktion der Stickstoff auf irgendeine Art beeinfluBt wird. 
Kine Zusammenstellung seiner Resultate bei der Behandlung 
von KiweiBstoffen und Peptonen diirfte in diesem Zusammen- 
hang von Interesse sein. 


























Gehalt an | Chlor pro Gramm, | Chlor pro Gramm, 
Stickstoff; °/, Substanz in g Stickstoff in g 
Kieralbumin. . 16,4 3,055 18,629 
Casein ..... 13,8 2,565 18,58 
Pepton, Witte 14,7 2,240 15,29 
Albuminpepton 9,38 1,440 15,28 
Glutenpepton . 6,79 1,029 15,17 
Caseinpepton . 7,238 1,108 15,313 
desgl. 12,00 1,820 15,26 


Cross, Bevan und Briggs’) heben hervor, da8 Proteide 
mit Chlor und Hypochlorit vergleichsweise bestiindige Chlor- 
amine vom Typus R.NHCl bilden. Mit Jodwasserstoff reagieren 
dieselben unter Freimachen von Jod, R.NHCl+2HJ = 
R.NH, + HCl + J, — eine Reaktion, auf welche die genannten 
Forscher eine Methode zur quantitativen Bestimmung der 
Chloramine griinden. 

SchlieBlich wies Dakin?) darauf hin, da’ Proteinstoffe im 
allgemeinen bei der Beeinflussung von Hypochlorit eine Zer- 
spaltung eingehen, ahnlich derjenigen, welche, wie Langheld 
bereits vordem mit den einfacheren Bausteinen dieser Sub- 
stanzen, den qa-Aminofettsiuren, zeigte, zustande kommt. 
Dakins Behauptung, da8 Hippursiure und andere Acylamino- 
siuren mit Hypochlorit nicht reagieren wiirden, ist, wie ich 
spiiter darlegen werde, unrichtig. Bei Behandlung von Blut- 





1) Cross, Bevan, Briggs, Chem.-Ztg. Bd. 32, S. 369 (1908). 
*) Dakin, Cohen, Daufresne, Kenyon, a. a. QO. 
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serum mit Natriumhypochlorit konstatierte indessen Dakin 
einen Verbrauch gewisser nicht naher bezeichneter Hypochlorit- 
mengen. Er nimmt an, daB dabei ein Teil des Chlors des 
Hypochlorits den Wasserstoff substituiert, der an die cyklischen, 
im EiweiBkomplex enthaltenen Ringe gebunden ist, ein anderer 
Teil wiederum den an den Stickstoff gebundenen Wasserstoff 
ersetzt. Weiter beobachtete Dakin das Zustandekommen einer 
hydrolytischen Spaltung des EiweiBmolekiils nebst der Ent- 
wicklung einer gewissen Menge Stickstoffgases. Sodann ist die 
Bildung von Aldehyden unter Dekomposition der Chloramin- 
siuren hervorzuheben. 

Schon 1915 sprach Dakin!) die Uberzeugung aus, daB 
die antiseptischen Wirkungen des Hypochlorits, vom chemischen 
Gesichtspunkte betrachtet, durch den Hinweis auf den Einfluf 
zu erkliren sind, welchem gewisse, den KiweiBstoffen angehérende 
NH-Gruppen bei Anwesenheit von Hypochlorit unterworfen 
sind. Die NH-Gruppen werden in NCl-Gruppen iiberfiihrt. 
Die entstandenen Substanzen, die Chloramine, hatten nach 
Dakins Feststellungen ungefihr dieselben antiseptischen Wir- 
kungen wie das Hypochlorit selbst. Die oft ausgesprochene 
Ansicht, das baktericide Vermégen des Hypochlorits beruhe 
auf dem Freiwerden des Sauerstoffs, halt Dakin aus mehreren 
Griinden fiir weniger berechtigt. Die soeben genannte Ansicht 
behauptete sich gleichwohl bis zum Jahre 1921. Ein deutscher 
Forscher, Dobbertin?), vertritt nimlich eine derartige An- 
schauung. Doch hat Dobbertin — nach allem zu urteilen — 
weder von den Untersuchungen seines Landsmannes Langheld, 
noch von denjenigen Dakins auf diesem Gebiete irgendeine 
Kenntnis. 

Eigene Untersuchungen. 


Um dem Leser einen Uberblick iiber den Gang derselben 
zu geben, mache ich folgende schematische Aufstellung: 
A. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf 
Kohlehydrate. 





1) Dakin, Brit. med. Jl. Vol. 2, S. 318, 809 (1915). 
2) Dobbertin, Miinch. med. Wehschr. Bd. 64, S. 467 (1917), Bd. 68, 
S. 428 (1921). 
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B. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf 
Fett und dessen Hydrolyseprodukte. 


C. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf 
Proteinstoffe und deren Hydrolyseprodukte. 


1. Hypochloritverbrauch. 
2. Quantitative Untersuchung der Spaltung der 
Proteinstoffe. 
a) Hydrolyse. 
b) Desamidierung. 
c) Kohlendioxydabspaltung. 
d) Biuretreaktion. 


D. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf 
Ammoniak. 


EK. Untersuchung der EKinwirkung des Hypochlorits auf 
gewisse Aldehyde. 


Bei meinen Versuchen wandte ich, soweit nichts anderes 
angegeben, eine Natriumhypochloritlésung ungefahr folgender 
Zusammensetzung an: 


0,5 °/, NaClo, 
0,5 °/, Na,CO,, 
0,45°/, NaHCO, . 


Dieselbe wird einer von mir?) angegebenen Herstellungsart 
gemaB bereitet, deren wichtigstes technisches Detail darin be- 
ruhen diirfte, daB man als Ausgangsmaterial eine filtrierte 
Chlorkalklésung anwendet. Der Calciumhydroxydgehalt der- 
selben ist konstant (gesattigt) und folglich unabhingig von den 
bedeutenden Schwankungen des Hydroxydgehalts, dem tat- 
sichlich der Chlorkalk des Handels unterworfen ist. Hierdurch 
gewinnt man den Vorteil, daB die fiir die Umsetzung erforder- 
lichen Natriumcarbonat- bzw. Bicarbonatmengen mit voller 
Sicherheit berechnet werden kénnen — ein Verhalten, das 
nach dem von Dakin-Daufresne’) angegebenen Herstellungs- 


1) Engfeldt, Svensk. Farm. Tidskrift 1921, Nr. 24—30. 
*) Carrel, Dehelly, Le traitement des plaies infectées, Paris (1917). 
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verfahren nicht méglich ist. Aus der genannten Untersuchung 
geht weiter hervor, da8 die Haltbarkeit der fertigen Natrium- 
hypochloritlésung von den Proportionen beeinfluBt wird, in 
welchen die im UberschuB vorhandenen Carbonat- und Bi- 
carbonatmengen im Verhidltnis zueinander vorkommen oder 
mit anderen Worten ausgedriickt, von der herrschenden Hydr- 
oxylionenkonzentration, Uberschreitet der Bicarbonatgehalt 
den gleichzeitig vorhandenen Carbonatgehalt, so bleibt die 
Lésung weniger haltbar. Andererseits driickt selbstverstindlich 
das Bicarbonat die Hydroxylionenkonzentration der Liésung 
herab und vermindert damit die itzende Wirkung der Liésung 
auf das organische Gewebe, mit welchem dieselbe bei der 
Wundbehandlung in Beriihrung kommt. Vor direktem Sonnen- 
licht geschiitzt in einem GefiB von dunklem Glase aufbewahrt, 
ist eine Natriumhypochloritlésung von oben angegebener Zu- 
sammensetzung sehr haltbar (sie verliert nur 10°/, ihrer ur- 
spriinglichen Starke nach 10 Monate langer Aufbewahrung’. 
Gleichzeitig besitzt dieselbe beziiglich ihrer Haltbarkeit die 
niedrigstmégliche Hydroxylionenkonzentration. 

Wie aus dem vorher angefiihrten Arbeitsplan hervorgeht. 
war die Einwirkung des Hypochlorits auf Kohlehydrate, Fette 
und deren Hydrolyseprodukte nebst .Proteinstoffen und deren 
Hydrolyseprodukte Gegenstand meiner Untersuchungen. Die- 
selben wurden in den meisten Fallen sowohl bei Zimmer- als 
auch bei Kérpertemperatur ausgefiihrt. Die bei Kérpertemperatur 
gemachten Versuche beanspruchen hinsichtlich der Verhiltnisse, 
unter welchen die Hypochloritlésung bei der Desinfektion von 
Wunden zur Anwendung gelangt, besonderes Interesse. Gemiid 
der von Carrel’) zu diesem Zweck ausgearbeiteten Technik 
wird nimlich die fragliche Lésung tiber die Wundoberfliche 
in verhaltnismiBig geringer Menge irrigiert. Die Flissigkeit 
erwirmt sich folglich schnell bis zu ungefaihr der vorhandenen 
Kérpertemperatur. 

Der Gehalt an Natriumhypochlorit wurde bei den Ver- 
suchen auf jodometrischem Wege bestimmt. Ein Molekiil 





1!) Carrel, Dehelly, a.a. O. 
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Natriumhypochlorit macht zwei Jodatome frei. Beziiglich dieser 
Reaktion lé8t sich folglich die Auffassung verteidigen, daB 
1000 ccm n/10-NaClO 1/,, Grammolekiil Hypochlorit enthalten. 
Diese Betrachtungsweise fiihrte ich bei der vorliegenden Unter- 


suchung 


konsequent durch. 


A. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits 
auf Kohlehydrate. 


Diese Versuche bezwecken hauptsichlich, die Menge und 
Geschwindigkeit des Hypochloritverbrauchs bei Anwesenheit ge- 
wisser Kohlehydrate zu ermitteln. Bei denselben verfuhr ich, 
ebenso wie bei anderen spiter angegebenen aihnlichen Versuchen, 
folgendermaBen: 100 cem Natriumhypochloritlésung mit einem 
unmittelbar vor den Versuchen genau bestimmten Titer versetzt 


man mit 


der fraglichen Substanz. 


Nach gewissen Zeitinter- 


vallen wird der Hypochloritverbrauch jodometrisch bestimmt. 


Glykose 1g. 












































Zimmertemperatur Kérpertemperatur 
Zeit NaClo- NaClo- NaCl0- NaClo- 
Stdn. | = Verbrauch _ Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
eem n/10 | 7. eem 0/10 | oe, 
1 12 | 9,9 74 60,6 
3 38 | 31,1 122 100 
24 108 | 88,5 122 100 
Maltose 2 g. 
Zimmertemperatur Koérpertemperatur 
Zeit | NaClo- NaClo- NaClo- NaCl0- 
Stdn. Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
ecm n/10 %o cem n/10 °/o 
1 q 5,7 42 35 
8 17 14 79 64,7 
24 69 56,5 122 100 
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Dextrin 1 g. 

















Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Zeit | NaCl0o- NaClo- NaClO- | NaClo- 
Stdn.| Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
ecm n/10 9, eem n/10 lo 
1 5 4,1 12 9,9 
3 11 9 26 21,3 
24 32 26,2 107 87,7 














Von den angefihrten ,, Kohlehydratversuchen“ haben zweifel- 
los diejenigen das gréBte Interesse in diesem Zusammenhang, 
bei welchen Glykose zur Anwendung kam, und zwar im Hin- 
blick auf das Vorkommen dieser Substanz im animalischen Gewebe. 

Insbesondere bei Kérpertemperatur ist der Hypochlorit- 
verbrauch augenfillig, Nach einstiindiger Einwirkung sind 
etwa 60°/, des urspriinglichen Hypochloritgehaltes verbraucht. 
Auf den ersten Blick kann dieser Hypochloritverbrauch erheb- 
lich erscheinen, beim Vergleich mit der auBerordentlichen 
Schnelligkeit jedoch, mit welcher die Proteinstoffe einwirken 
(vgl. 8.81), darf man denselben als relativ unbedeutend be- 
trachten. Bei dem Einflu8 von Hypochlorit verliert Glykose 
allméhlich sein Reduktionsvermégen. Unter den Reaktions- 
produkten, die mit Sicherheit nachgewiesen wurden, sei die 
Oxalsaiure genannt. Die Aldehydgruppe wird demnach bei 
der Reaktion beeinflu8t, und eine gewisse Zerspaltung des 
Molekiils findet statt. Als Beleg hierfiir fiihre ich folgende 
Versuche an: 


1. 0,10 g Glykose + 100 cem NaClO wurden bei 87—38° C thermo- 
statbehandelt. Nach 3'/, Stunden war das Reduktionsvermégen, mit 
Fehlingscher Lésung gepriift, wesentlich abgeschwiicht, nach weiteren 
20 Stunden konnte kaum irgendein Reduktionsvermégen der Lésung 
festgestellt werden. 70°, des urspriinglich zugesetzten Hypochlorits 
waren nach der genannten Zeit verbraucht. 

Bei der Ausfiihrung der Reduktionsprobe verfuhr ich folgender- 
maBen: 

10 ccm Losung versetzte ich mit einigen Tropfen 3°/,igem Wasser- 
stoffsuperoxyd zwecks Zerstérung des ibriggebliebenen Hypochlorits. 
Nach Aufhéren der hierbei eintretenden Sauerstoffgasentwicklung fihrte 
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ich die Fehling sche Reduktionsprobe auf die gewdhnliche Art aus. 
Durch Blindversuche mit Hypochlorit und Wasserstoftsuperoxyd sowie 
mit Glykose, mit Wasserstoffsuperoxyd versetzt, iiberzeugte ich 
mich von der Anwendbarkeit des angegebenen Verfahrens. 

2. 1g Glykose + 100 cem klarfiltrierte Chlorkalklésung (136 em n/10) 
+ 1cem gesittigtes Bariumhydroxyd wurden bei 37—38° thermostat- 
behandelt. Allmihlich entstand eine weiBe Fillung, wobei sich Sauer- 


stoffgasentwicklung einstellte. 


Das gesamte Hypochlorit war nach 


einigen Stunden verbraucht. Die weiBe Fallung sammelte ich auf und 


identifizierte sie als Oxalat. 


gegen nicht nachgewiesen werden. 


Irgendeine Carbonatbildung konnte da- 


B. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf Fette 
und deren Hydrolyseprodukte. 


Speisedl 1g (alt, etwas ranzig). 

































































Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Zeit NaClO- NaCl0- NaClo- NaCl0- 
Std. Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
eem n/10 i cem n/10 af P 
3 12 9,9 12 9,9 
24 19 15,6 18 14,7 
Na-Seife 1g. 
Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Zeit NaClo- NaCl0- NaCl0- NaClo- 
Std. Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
eem n/10 °/, eem n/10 eem n/10 
3 2 | 1,6 | 2,4 
24 | 4,9 | 6,5 
Glycerin 1g. 
Zimmertemperatur Koérpertemperatur 
Zeit NaClo- NaClo- NaCl0- NaClo- 
Std. Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
eem n/10 7. eem n/10 *, 
3 2 1,6 11 9 
24 8 6,5 55 45,1 
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Bei kraftigem Schiitteln des Ols und der Hypochlorit- 
lésung erhielt ich eine haltbare, feinverteilte Emulsion. Wie 
aus dem angefiihrten Versuch hervorgeht, ist die Kinwirkung 
von Fett und Seife bis zur Unerheblichkeit eingeschrankt. 
Auch Glycerin wird insbesondere bei Zimmertemperatur sehr 
langsam beeinflu8t. Bei Kérpertemperatur ist die Einwirkung 
des Hypochlorits augenfilliger, kann aber doch im Vergleich 
mit dem bei Anwesenheit von Eiweifstoffen nachgewiesenen 
(siehe spater) unerhért groBen Hypochloritverbrauch fiir recht 
unbedeutend angesehen werden. Auf welche Weise Glycerin 
beeinflu8t wird, habe ich nicht eingehender untersucht. Wie 
ich jedoch durch Versuch feststellte, werden bei dieser Ein- 
wirkung keine reduzierenden Substanzen in solchen Mengen 
gebildet, daB sie mit Fehlings Lésung nachweisbar sind. 
Ebenfalls kommt keine Kohlendioxyd- oder Oxalsaurebildung 
zustande. 


C. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf die 
Proteinstoffe und deren Hydrolyseprodukte. 


Im vorhergehenden berichtete ich bereits von den Lang- 
heldschen und Dakinschen Untersuchungen iiber die Kinwir- 
kung des Hypochlorits auf Aminofettsiuren und Proteinstofie. 
Nach Langheld reagieren e-Aminofettsiuren momentan und 
beinahe quantitativ mit Hypochlorit unter Bildung von stick- 
stoffchlorierten Aminosiuren. Diese Substanzen zerfallen schon 
bei gew6hnlicher Temperatur unter Ammoniakabspaltung und 
Kohlendioxydentwicklung in Aldehyde mit einem Kohlenatom 
weniger im Molekiil als das Ausgangsmaterial. Bei héherer 
Temperatur wiirden alle diese Reaktionen fast augenblicklich 
stattfinden. Ein Molekiil einer a-Aminofettsiure verbraucht 
zur Monochloraminsiurebildung 1 Molekiil Natriumhypochlorit. 
Das beim Zerfall dieser Siure abgespaltene Ammoniak ver- 
braucht bei der Oxydation zu Stickstoffgas 11/, Molekiile Hypo- 
chlorit. Hierzu kommt weiter 1 Molekiil Hypochlorit fir die 
Oxydation des gebildeten Aldehyds zu Saure. Die vollstindige 
Dekomposition eines Molekiils a-Aminofettsiure erfordert folg- 
lich diesem Schema gemi8 31/, Molekiile Hypochlorit. Der 








— 


Die Wirkung der Dakinschen Hypochloritlésung usw. 31 


Hypochloritverbrauch ist somit das Resultat einer Mehrzahl 
untereinander ziemlich ungleichartiger Reaktionen. 

In welchem Grade jede der genannten Reaktionen bei der 
praktischen Anwendung der Hypochloritlésung als Wund- 
desinfektionsmittel zustande kommt, soll der Zukunft  iiber- 
lassen bleiben. Der unten angefiihrte Versuch gibt aber doch 
gewisse Direktiven fiir unsere Auffassung der Bedingungen fiir die 
mehr oder weniger vollstandige Durchfiihrung dieser Reaktionen. 

Bei meinen Versuchen mit Aminofettsiuren arbeitete ich 
teils in equimolekuléren Konzentrationen oder in denjenigen, 
in welchen die primaire Reaktion unter Bildung von Mono- 
chloraminsduren stattfindet, teils mit bedeutendem Uberschub 
an Hypochlorit. Im vorigen Falle reagierte 1/,,, Molekiil der 
Aminofettsiure mit 100 ccm Dakins Natriumhypochlorit- 
lésung (1/,;, Mol. NaClO). Beim Versuch mit Asparagin wandte 
ich jedoch nur ?/,,, Molekiil der Substanz an, und zwar mit 
Hinsicht darauf, da8 deren Molekiil zwei NH,-Gruppen ent- 
halt. Von den Versuchen mit Proteinsubstanzen fiihre ich 
nur diejenigen mit Blutserum an. Auch hier kamen die vor- 
handenen Serum- und Hypochloritmengen in untereinander 


‘weehselnden Proportionen vor. Die meisten Versuche sind 


sowohl bei Zimmer- als auch Kérpertemperatur ausgefiihrt. 


1. Der Hypochloritverbrauch. 


Aminofettsiuren. 


Versuche in equimolekuliren Proportionen: 
(1/159 Molekiil der betreffenden Siure und des Hypochlorits.) 


Glykokoll 0,50 g. 




















Zimmertemperatur Kérpertemperatur 
Zeit NaCl0- NaCl0o- NaClO- NaClo- 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
ecm n/10 * ccm n/10 °l 
30 Min. 17 14 50 41 
2 Std. 24 19,7 95 77,9 
4 Std. 31 25,4 101 82,8 
24 Std. 69 56,5 122 100 
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Alanin 0,59 g. 



















































































Zimmertemperatur K6érpertemperatur 
Zeit NaClo- NaClo- NaClo- NaClo- 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
ecm n/10 ". eem n/10 ‘. 
1 Min. a - 52 | 87,9 
. <<, — —_- 65 | | 47,5 
es - _ 87 | 68,5 
- wie 107 | 78,1 
ms: « 28 22,9 116 84,7 
ae 40 32,8 122 89 
ae ae si 127 92,7 
2 Std. 78 63,9 131 96,5 
cis 96 18,7 se 7 
24 , 114 93,4 on _ 
Asparagin 0,44 g. 
Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Zeit NaClo- NaCl0- NaClo- NaCl0- 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
ecm n/10 %e eem n/10 */ 
1 Min _ ne 87 63,5 
3 ” aT a 100 73 
» « — _ 114 83,2 
a 98 71,5 ae ee 
 — 101 74 117 85,4 
5 Std. 115 84 122 89 
24 ,, 115 84 125 91,2 
Phenylalanin 1,10¢g. 
Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Zeit NaCl0- NaCl0- NaCl0- NaClo- 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbrauch 
eem n/10 "I eem n/10 e/, 
1 Min. io si 85 69,7 
oe she id 90 13,8 
i ~ co -_ sai 98 80,3 
me ~ on 100 82 
6 | f 89 73 105 86,1 
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Phenylalanin 1,10 g (Fortsetzung). 
Zimmertemperatur K6rpertemperatur 

Zeit NaClO- | NaClo- NaClo- NaClo- 
Verbrauch Verbrauch Verbrauch Verbreuch 
cem n/10 "ly ecm n/10 bf 

30 Min. 92 75,4 - | ve 
45, _ — 113 92,6 
60, 97 79,5 el a 
1,5 Std. 105 86,1 ie ~ 
4 119 97,5 120 | 98,4 














Versuche mit Alanin und groBem UberschuB 


an Hypochlorit (Kérp 


ertemperatur). 


1. 0,59 g Alanin ('/,;,, Gramm-Molekiil) + 360 cem NaClO-Liésung 









































(471,6 eem n/10 = 3,5/150 Gramm-Mol.). 
Zeit NaClO-Verbrauch NaClO-Verbrauch 
ecm n/10 ole 
30 Min. 352,8 74,8 
60, 410,4 87 
4 Std. 456,6 96,8 
24 ,, 471,6 100 
2. 0,59 g Alanin + 500 cem NaClO-Lésung 
(670 cem n/10 = °/,,, Gramm-Mol.) 
Zeit NaClO-Verbrauch NaClO-Verbrauch 
eem n/10 wf 
30 Min. 420 62,7 
2 Std. 525 18,3 
es. 560 83,6 
24 570 85,1 
3. 0,59 g Alanin + 1000 cem NaClO-Liésung 
(1340 cem n/10 = '°/,., Gramm-Mol.) 
Zeit NaClO-Verbrauch NaClO-Verbrauch 
' eem n/10 °/5 
16 Std. 580 48,2 
a4 580 43.9 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 3 
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Priifen wir nun zunichst die Resultate der Versuche mit 
Aminofettsauren und Hypochlorit in equimolekuliren Mengen, 
so konstatieren wir, daB von den untersuchten Aminofettsiuren 
Glykokoll vergleichsweise am trigsten reagiert — bei Kérper- 
temperatur jedoch wesentlich schneller als bei Zimmer- 
temperatur. Nach 30 Min. zeichnen wir einen Hypochlorit- 
verbrauch von 50 cm n/10-NaClO oder 41°/, der zugesetzten 
Menge an. Beim Versuch bei Kérpertemperatur beobachtete 
ich fast unmittelbar die Entwicklung eines Gases, das sich bei 
der Analyse als reines Stickstoffgas erwies. Bei Zimmer- 
temperatur war die Stickstoffgasentwicklung zu Anfang kaum 
zu beobachten, lieB sich aber wihrend der Abwicklung des 
Versuches einigermaBen wahrnehmen. Beim Versuch mit einer 
klarfiltrierten Lésung von Chlorkalk, welche die gleiche Menge 
,Wirksamen Chlors“ wie die Dakinsche Natriumhypochlorit- 
lésung enthielt, entstand nach einer kurzen Zeit eine Fillung 
von Calciumcarbonat. SchlieBlich wurde in simtlichen Fiallea 
in der Reaktionsmischung Formaldehyd ermittelt. Hierbei 
verfuhr ich folgendermaBen: die einige Zeit hypochloritbehan- 
delte Glykokollésung versetzte ich mit Natriumcarbonat und 
Ferrosulfat. Hierbei wird der Uberschu8 an Hypochlorit und 
Chloramin schnell zerstért. Das mit Schwefelsiure angesiuerte 
Filtrat unterzog ich der Destillation. Im Destillat wies ich 
das Aldehyd nach. 

Alanin, Asparagin und Phenylalanin reagieren wesentlich 
schneller als Glykokoll. Alanin verbrauchte bei Kdérper- 
temperatur schon nach 1 Min. 52 cm n/10-NaClO oder 37,9°/, 
des Zusatzes, Asparagin 87 ccm oder 63,5°/,, Phenylamin 
85 com oder 69,7°/,. Die Bildung von Aldehyden unter 
Kohlendioxydabspaltung lieB sich ebenso in diesen Fallen auf 
die vorher angedeutete Art feststellen. 

Wenden wir uns schlieBlich den Versuchen mit Alanin 
zu, bei welchen Hypochlorit in bedeutendem Uberschub 
verwendet wurde, so finden wir, daB die auf Seite 30 an- 
gegebenen Reaktionen fiir die Erklirung des ganzen kon- 
statierten Hypochloritverbrauches nicht hinreichen. Theo- 
retisch wiirde ein Grammolekil einer «-Aminofettsiure 
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3,5 Grammolekiile Hypochlorit verbrauchen. Aus den Ver- 
suchen geht indessen hervor, daB 4,6 Grammolekiile Hypo- 
chlorit verbraucht werden, somit ein Mehrverbrauch von 
0,8 Grammolekiilen statthat. Als Reaktionsprodukt bildet 
sich bei dem Zerfall des Alanins Acetaldehyd. Diese Sub- 
stanz wird, wie ich spater zeigen werde, durch die Ein- 
wirkung des Hypochlorits nicht ausschlieBlich in Essigsiure 
iibergefitihrt. Die neben der Essigsiurebildung vor sich gehenden 
Reaktionen zwischen Acetaldehyd und Hypochlorit geben eine 
annehmbare Erklarung fiir den bei den Versuchen mit Alanin 
nachgewiesenen Mehrverbrauch an Hypochlorit. 


Proteinstoffe. 


Wie bereits hervorgehoben, erliutere ich nur die Ver- 
suche, bei denen Blutserum zur Anwendung kam. 10 bzw. 
2,5 com Serum wurden mit 90 ccm etwa 0,5°/,iger NaClO- 
Lésung versetzt. Die Versuchsresultate stelle ich im folgen- 
den zusammen: 


10cem Pferdeserum + 90 cem NaClO (109 cem n/10). 














Zimmertemperatur K6rpertemperatur 
Zeit NaClO- NaClO- | NaClO- | Nacio- 

Verbrauch Verbrauch Verbrauch | Verbrauch 
eem n/10 a A eem n/10 | e,, 
1!, Min 27,9 | 25,6 is ee 
“ee _ + 70 64,2 
+4 60,8 55,8 79 | 72,5 
10 we “ 86 79,0 
a 75,2 69 - oats 
 ~ 81,1 14,4 aig _ 
0 is — ~_ 91 83,5 
2 Std 87,8 80,6 99 90,8 
i... 92,5 84,5 102 93,5 
ae 101,4 93 ius bi 
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2,5 cem Pferdeserum + 7,5 cem H,O + 90 cem NaClO (109 cem n 10). 














Korpertemperatur 
Zeit NaClO-Verbrauch | NaClO-Verbrauch 
ecm n/10 | *le 
1/, Min. 34 | 31,2 
“sae 49 | 45 
. Ss 64 | 58,7 
ws 72 | 66 
we . 85 | 78 
so 93 | 85,3 
ms 96 | 88 
40, 98 | 90 
2 Std. 103 | 94,5 





Die Proteinstoffe reagieren folglich mit Hypochlorit viel 
schneller, als mit ihren Hydrolyseprodukten. Nach 1 Min. 
verbrauchten 10 ccm Serum bei Kérpertemperatur 70 ccm n/10- 
Hypochlorit oder 64,2°/, des urspriinglichen Zusatzes. Bei 
Zimmertemperatur scheint die Schnelligkeit der Reaktion nicht 
wesentlich geringer zu sein. Der Eiweifigehalt im Pferde- 
serum, das im vorliegenden Fall angewandt wurde, ging bis zu 
7°/, hinauf. Wir kénnen demnach mit 0,7 g Proteinsubstanz mit 
0,11 g Gesamtstickstoff rechnen. Kine Verminderung der Serum- 
menge bis zu '/, hat keinen gréBeren KinfluB auf die Schnellig- 
keit, mit der das Hypochlorit verbraucht wird. Unmittelbar 
nachdem Serum und Hypochlorit gemischt sind, stellt sich eine 
Stickstoffgasentwicklung ein, die eine kiirzere Zeit andauert. 
Die Mischung bekommt einen aromatischen, sehr charakteristi- 
schen Geruch, ihnlich demjenigen, welchen man bei der Be- 
handlung von Phenylalanin und Tyrosin mit Hypochlorit er- 
halt. Da sich die letztgenannten Aminosiuren in den Kiweib- 
stoffen vorfinden, die im Blutserum enthalten sind, scheint mir 
der SchluBsatz véllig berechtigt, daB der aromatische Geruch 
in wesentlichem Grade durch die aus diesen Substanzen ge- 
bildeten Phenyl- und Oxyphenylacetaldehyde bedingt wird. 
Nach der Ferrosulfatbehandlung wurden die vorhandenen fliich- 
tigen Substanzen durch Destillation in saurer Lésung isoliert. 
Formaldehyd und Acetaldehyd lieBen sich mit voller Sicher- 
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heit nachweisen. Der charakteristische Geruch des Destillates 
machte die Anwesenheit der vorher genannten Phenylacetalde- 
hyde mehr als wahrscheinlich. 

Aus den bisher angefiihrten Versuchen geht hervor, daB 
die Proteinstoffe und deren Hydrolyseprodukte mit Hypochlorit 
wesentlich schneller reagieren als mit gewissen anderen im 
organischen Gewebe vorkommenden Substanzen (Fette und 
Kohlehydrate). In Anbetracht dessen ist es wahrscheinlich, 
daB bei der Carrelschen Hypochloritbehandlung von Wunden 
hauptsachlich die Proteinsubstanzen beeinflu8t werden. Dakin 
ist im iibrigen der Meinung, daB gerade diese spezifische 
Wirkung auf die Proteinsubstanzen die annehmbarste Erkli- 
rung fiir das starke desinfizierende Vermégen des Hypochlorits 
liefert. 


2. Quantitative Untersuchung der Spaltung der 
Proteinstoffe. 


Vom qualitativen Gesichtspunkte ist bereits durch Lang- 
helds und Dakins Untersuchungen die Einwirkung klar- 
gelegt, welche a-Aminofettsiuren und Proteinstoffe bei der 
Behandlung mit Hypochlorit erfahren. Hierbei wird, wie bereits 
hervorgehoben, in erster Linie der Stickstoff angegriffen. Dakin 
konstatierte weiter, da8 eine hydrolytische Spaltung des Kiweib- 
molekiils stattfindet. Dagegen sollen sowohl nach Langhelds 
als auch Dakins Untersuchungen Hippursiiure und andere 
Acylaminosiiuren mit Hypochlorit nicht reagieren. Wenn diese 
letztere Ansicht wirklich richtig wire, so miBte man eine 
ziemlich unbedeutende Hypochloritwirkung auf die Protein- 
stoffe erwarten. Dieses steht aber mit den Resultaten der 
oben angefiihrten Versuche im Widerspruch. Die Hauptmenge 
des Stickstoffs der Proteinsubstanzen besitzt durch die Art, 
auf welche die Aminofettsiuren miteinander verkettet sind, 
imidartigen Charakter — NH-CO —. Wird nun Dakins 
Ansicht gema8 der Stickstoff in dieser Kombination vom Hypo- 
chlorit nicht angegrifien, so ist die nachgewiesene Hydrolyse 
schwer zu erkliren. Die geringe Menge Alkalicarbonat, welche 
sich im Uberschu8 in der Dakinschen Natriumhypochlorit- 
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lésung vorfindet, kann mit der gréBten Wahrscheinlichkeit bei 
Zimmer- bzw. Kérpertemperatur nicht ohne weiteres eine 
schnell verlaufende hydrolytische Spaltung der vorhandenen 
Proteinstoffe zuwege bringen. Die Hydrolyse bei dem nieder- 
brechenden ProzeB, der bei der Hypochloritbehandlung der 
Proteinstoffe stattfindet, kann folglich kaum das Primire sein. 
Nun haben indessen von mir ausgefiihrte Versuche gezeigt, dai 
Hippursiure und vermutlich die allermeisten stickstoffhaltigen 
Substanzen, die mit dem Stickstoff ,,in aminartiger“ Bindung }) 
verkettet sind, vom Hypochlorit unter Ammoniakabspaltune 
baw. Stickstofigasentwicklung beeinfluBt werden. Bevor ich zu 
meinen quantitativen Untersuchungen iiber die Spaltung der 
Proteinstoffe bei der Kinwirkung von Hypochlorit iibergehe, 
will ich tiber meine Versuche mit Hippursiure berichten. Die 
Reaktionen, die bei der Behandlung dieser Siure mit Hypo- 
chlorit zustande kommen, spiegeln zweifellos im groBen und 
ganzen den Reaktionsverlauf beim Zerfall der Proteinstofte 
wieder. 


Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf 
Hippursadure. 

1 g Hippursiiure neutralisierte ich mit Natronlauge und versetze 
es mit 200 cem Dakinscher Lésung (284 cem n/10). Nach 48 stiindiger 
Aufbewahrung bei Zimmertemperatur waren 216 ccm n/10-NaClO oder 
76°/, der zu Anfang zugesetzten Menge verbraucht. Die Mischung ver- 
setzte ich mit Ferrosulfat und Natriumearbonat im UberschuB, schiittelte 
sie um und filtrierte sie nach 30 Minuten; dann siiuerte ich sie mit 
Schwefelsiiure an und schiittelte sie mit Ather aus. Nach der Abdunstung 
des Athers erhielt ich eine feste Substanz, die mit Petroleumither um- 
krystallisiert wurde. Die isolierte Substanz, die aus weiBen, in Wasser 
ziemlich schwer léslichen Krystallen von saurer Reaktion bestand, hatte 
den Schmelzpunkt von 120° und wurde im iibrigen als Benzoesiiure 
identifiziert. Die mit Ather extrahierte Lésung gab ein Destillat mit 





1) Folgende von mir untersuchte Substanzen reagieren mit Hypo- 
chlorit unter Stickstoffgasentwicklung: Ammoniak, Hydrazin, Athylamin, 
Acetamid, Succinimid, Harnstoff, Veronal, Purinbasen, «-Aminofettsiiuren, 
8-Aminopropionsiiure, 4-Aminovaleriansiiure, Hexamethylentetramin, 
Kreatinin, Cyaniden, Antipyrin; mehr triige: Anilin, Pyridin und 
Saccharin. 
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reduzierenden Kigenschaften und im iibrigen die Reaktionen des Form- 
aldehyds. Die ausgefiihrten Versuche zeigen, .da8 die Hippursiure im 
Gegensatz zu Langhelds und Dakins Angaben vom Hypochlorit be- 
einflubt wird; ferner, da’ eine Hydrolyse unter Bildung von Benzoe- 
siure stattfindet. Das in der Reaktionsmischung ermittelte Formaldehyd 
leitet zweifellos seinen Ursprung von der anderen Komponente der 
Hippursiiure, dem Glykokoll, her. 

Bei der Wiederholung des Versuchs wurde die Mischung mit Am- 
moniak und Ferrosulfat versetzt, nach einigen Stunden filtriert, mit 
Schwefelsiiure angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Im Atherauszug 
konnte ebenso wie beim vorhergehenden Versuch Benzoesiure nach der 
Umkrystallisation mit Petroleumither identifiziert werden. 

Die urspriingliche, mit Schwefelsiure angesiiuerte Lisung wurde 
mit Natronlauge bis zu schwach alkalischer Reaktion versetzt, sowie mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Nach der Abdunstung des Chloroforms erhielt 
ich eine in Wasser und Weingeist leicht lésliche Substanz von krystal- 
linischer Struktur. Dieselbe priifte ich auf folgende Weise: 


1. Bei Erhitzung mit Siure: Formalingeruch. 

2. Bei Erhitzung mit Alkali: Ammoniakentwicklung. 

8. Bei mikrochemischer Untersuchung mit Quecksilberchlorid bzw. 
Kaliumquecksilberjodid: die charakteristischen Krystalle, die mit diesen 
Reagenzien Hexamethylentetramin geben. 

4, Mit Milch und eisenhaltiger Salzsiiure bei Erhitzung: violettes 
Koagulum (Formalin). 

Die auf vorher angegebene Weise isolierte und gepriifte Substanz 
bestand folglich aus Hexamethylentetramin oder zum wenigsten enthielt 
sie solches. Das bei dem Zerfall der Hippursiure gebildete Formaldehyd 
kann somit durch Zusatz von Ammoniak und Ausschiittelung mit Chloro- 
form in sehwach alkalischer Lésung als Hexamethylentetramin auf- 
gefangen und isoliert werden. 

SchlieBlich driingt sich die Beantwortung folgender Fragen auf: 
Wie wiirden wir uns den Reaktionsverlauf beim Zerfall der Hippursiure 
denken? Findet vielleicht zuerst eine hydrolytische Spaltung des Molekiils 
statt und tritt darauf das Hypochlorit in Wirksamkeit, dank der An- 
wesenheit von frei gewordenem Glykokoll? Um der Lésung dieser 
Fragen niher zu kommen, unternahm ich die im folgenden beschriebenen 
Versuche. 

Die bei der vorher angegebenen Untersuchung angewandte Natrium- 
hypochloritlésung enthielt, wie bereits hervorgehoben, etwa 0,5°/, Na,CO, 
und 0,45°/, NaHCO, im Uberschu8. Um die Einwirkung einer solchen 
Carbonatlésung auf Hippursiure bei Zimmertemperatur zu priifen, mischte 
ich 1 g Hippursiure, die vorher mit Alkali neutralisiert war, mit 200 ccm 
Carbonatlésung von der soeben angefiihrten Zusammensetzung und be- 
wahrte sie 48 Stunden auf. Nach der Ansiuerung konnte keine mit 
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Ather oder Petroleumither extrahierbare Substanz isoliert werden. Mit 
Hinsicht auf das angegebene Versuchsresultat ist es héchstwahrscheinlich, 
da8 das beim Hypochloritversuch im Uberschu8 vorhandene Alkalicar- 
bonat keine nennenswerte hydrolytische Spaltung der Hippursiure unter 
den erwihnten Versuchsbedingungen bewirken kann. Es ist ferner 
denkbar, daB der beim Hippursiiureversuch gefundene Hypochloritver- 
brauch durch Chlorierung des im Hippurséiuremolekiil enthaltenen Benzol- 
ringes') verursacht wurde. Bei dem Versuch, den ich mit Natriumhypo- 
chlorit und -benzoat ausfiihrte, war indessen nach 48 stiindiger Auf- 
bewahrung bei Zimmertemperatur itiberhaupt kein Hypochloritverbrauch 
nachzuweisen. Das Hypochlorit greift folglich nicht die in der Hippur- 
siiure enthaltene Benzoylgruppe an, woraus man den SchluB ziehen kann, 
da® es der Glykokollrest ist, der beeinfluBt wird. 

Behandelt man 0,5 g Hippursaéure mit 200 cem einer klar filtrierten 
Chlorkalklésung, die etwa zu 1°/) wirksames Chlor und zu 0,15°/, Cal- 
ciumhydroxyd im Uberschu8 enthiilt, so stellt sich unmittelbar danach 
eine lebhafte Stickstoffgasentwicklung ein und die Mischung wird nach 
5—10 Minuten von ausgefilltem Calciumcarbonat triibe. Das nach 
48 stiindiger Zimmeraufbewahrung aufgesammelte Calciumcarbonat be- 
stimmte ich titrimetrisch. Die gefundene Carbonatmenge entsprach 0,11 g 
CO,. Das aus der Hippursiure beim Versuch abgespaltene Kohlendioxyd 
leitet zweifellos seinen Ursprung von der im Glykokollrest enthaltenen 
COOH-Gruppe her. Gehen wir von dieser Voraussetzung aus, so wiirde 
die gefundene CO,-Menge etwa 90°/, des Gewichts der beim Versuch 
angewandten Hippursiure entsprechen. 

SchlieBlich werde ich auch das Resultat einer Untersuchung iiber die 
Geschwindigkeit anfiihren, mit der die Hippursiiure bei Kérpertemperatur 
Hypochlorit verbraucht. Hippursiiure und Hypochlorit waren in ungefiihr 
equimolekuliren Mengen vorhanden; oder auf 1 g Hippursiure, neutrali- 
siert mit Lauge, kamen 90 cem NaClO (110 cem n/10). 








Zeit NaClO-Verbrauch NaClO-Verbrauch 
cem n/10 *h 
30 Min. 20 18,2 
1 Stde. 34 30,9 
3 Stdn. 65 59,1 
24 Stdn. 110 100 








Aus den angefiihrten Untersuchungen iiber die Einwirkung des 
Hypochlorits auf Hippursiure geht somit hervor, da8 dieselbe unter 
Desamidierung, Kohlendioxydentwicklung und hydrolytischer Spaltung 
zerfallt. 





*) Eine derartige Reaktion findet tatsiichlich mit Salicylsdure statt. 


% 





Die Wirkung der Dakinschen Hypochloritlisung usw, 41 


Die quantitative Untersuchung iiber den Zerfall der 
Proteinstofte bei der Hypochloriteinwirkung umfaBbt nach dem 
auf S. 25 angegebenen Plan die Hydrolyse, die Desamidierung, 
die Kohlendioxydabspaltung und die Biuretreaktion. 


a) Die Hydrolyse. 

Diese Untersuchung bezweckt, die Menge dialysabler Sub- 
stanz zu zeigen, die bei der Einwirkung des Hypochlorits auf 
die Proteinstoffe gebildet wird. Als Material nahm ich wasser- 
freies HiihnereiweiB, das 5,28°/, Asche (2,76°/, NaCl) ent- 
halt. Die Gesamtmenge Chlor, das vorhandene Chlorid mit 
einbezogen, ging, als NaCl gerechnet, in der angewandten 
Dakinschen Lisung bis zu 1,63°/,. 


Blindprobe. 

2,5 g Hiihnereiwei8 wurden mit 50ccm einer 0,5°/, Na,CO, + 
0,45°/, NaHCO, + 1,63°/, NaCl enthaltenden Lésung gemischt, 
50 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt und 60 Stunden 
durch eine Kollodiummembran dialysiert. Nach abgeschlossener 
Dialyse versetzte ich die EKiweiBlésung mit 1 g wasserfreier 
Soda, dunstete sie bis zum konstanten Gewicht ein und wog 
sie. Dialysable Substanz: 0,03 g oder 1,2°/,; NaCl: 7,08°/,. 
NaCl-Gehalt in der dialysierten Substanz bestimmte ich nach 
Piria und Schiff.") 


Versuche mit Hiihnereiwei8B + NaClo. 

1. 2,5 g HiihnereiweiB + 50 com Dakinscher Natrium- 
hypochloritlésung (74 ccm n/10) dialysierte ich nach 37/, stiin- 
diger Aufbewahrung 60 Stunden lang. Dialysable Substanz: 
0,32 g oder 12,8°/,; NaCl-Gehalt: 6,26°/,. 

2. Desgleichen wurde nach 50stiindiger Aufbewahrung 
80 Stunden lang dialysiert. Dialysierbare Substanz: 0,41 g 
oder 16,4°/,; NaCl: 5,3°/,. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daB die 
dialysable Substanz nach der Hypochloritbehandlung bis zu 





1) H. Meyer, Analyse und Konstitutionsermittlung organischer 
Verbindungen, S. 215, Berlin (1916). 
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12,8—16,4°/, der angewandten KiweiBmenge ausmacht. Mit 
Hinsicht auf den beim Blindversuch erhaltenen Wert 1,2 o/, ist 
das Versuchsresultat zweifellos ein Beweis dafir, daB das Ki- 
weiBmolekiil durch die Hypochloritbehandlung in Substanzen 
von vergleichsweise niedrigem Molekulargewicht zerfiallt. Der 
nach der Dialyse gefundene NaCl-Gehalt kann dem Beobachter 
beim ersten Blick ziemlich hoch vorkommen — er iibersteigt 
den doppelten im benutzten KiweiB zu Anfang ermittelten —., 
aber mit Riicksicht darauf, daB vergleichsweise bedeutende 
Mengen NaCl (32°/, des Gewichts der Proteinsubstanz) bei dem 
fraglichen Versuch zur Anwendung kamen und im Hinblick 
auf die Tatsache, daB anorganische Salze nicht vollstandig 
durch Dialyse aus den EiweiBstoffen entfernt werden kénnen, 
erscheint die nach der Dialyse nachgewiesene Chlormenge nicht 
iibertrieben groB. Im iibrigen laBt es sich denken, daB bei 
der Hypochloritbehandlung gewisse Mengen des Chlors irgend- 
eine organische, vergleichsweise haltbare, nicht dialysierbare 
Verbindung eingehen, die erst bei der Verbrennung der Substanz 
gesprengt wird. Das eventuelle Zustandekommen einer solchen 
Verbindung steigert selbstverstandlich den Gesamtchlorgehalt 
in der analysierten Substanz. Andererseits mu8 hervorgehoben 
werden, da der Gesamtchlorgehalt der angewandten Protein- 
substanz beim Blindversuch — sowohl relativ, als auch absolut — 
etwas gréBer war als derjenige, welcher nach der Hypochlorit- 
behandlung erhalten wurde. 

SchlieBlich méchte ich betonen, daB diese Versuche in 
einem ziemlich friihen Stadium dieser Arbeit ausgefiihrt wurden, 
als ich noch keine Kenntnis von dem auBerordentlich groBen 
Hypochloritverbrauchsvermégen der Proteinstoffe besaB. Aus 
den auf S. 36 angefiihrten Versuchen geht hervor, dab 
schon eine so geringe Menge wie 0,175 g Protein nach 2 Stunden 
103 ccm n/10-NaClO verbrauchte. Im vorliegenden Fall wirkten 
dagegen nur 74 ccm n/10-NaClO auf 2,5 g Proteinsubstanz ein. 
Wir kénnen daher mit gr6éBter Wahrscheinlichkeit annehmen, 
daB der Zerfall in dialysierbaren Substanzen wiirde verviel- 
facht worden sein, wenn der Hypochloritgehalt bei den frag- 
lichen Versuchen wesentlich gréBer gewesen wiire. 
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b) Desamidierung. 

Wenn man Hypochlorit auf eine EiweiBlésung einwirken 
laBt, stellt sich fast unmittelbar eine Stickstofigasentwicklung 
ein, die ganz nach den Umstiinden lingere oder kiirzere Zeit 
andauert. Folglich findet eine Desamidierung der Protein- 
substanz statt. Ks ist glaublich, daB hierbei nach Dakin in 
erster Linie die im KiweiBmolekiil enthaltenen NH-Gruppen 
angegriffen und in NCl-Gruppen iibergefiihrt werden. Ahnlich 
dem, was Langheld mit «-Aminofettsiuren zeigte, wird der 
Stickstoff héchstwahrscheinlich in Form von Ammoniak ab- 
gespalten, worauf das Ammoniak mit einer neuen Menge Hypo- 
chlorit unter Stickstoffgasentwicklung in Reaktion tritt. Durch 
Bestimmung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl kann man 
die Desamidierung verfolgen, Die bei diesen Bestimmungen 
erhaltenen Werte schlieBen selbstverstiindlich nicht nur den in 
den beeinfluBten Proteinstoffen zuriickbleibenden Stickstoff ein, 
sondern auch denjenigen Wert, welcher von dem als Reaktions- 
produkt gebildeten Ammoniak reprisentiert wird, soweit letz- 
teres nicht in Stickstoffgas zerfallen ist. Als Material bei 
diesen Untersuchungen wandte ich Blutserum vom Pferde an; 
den Gehalt des Serums an Gesamtstickstoff bestimmte ich 
folgendermaBen: 

10 ccm Serum mischte ich mit Wasser bis zu 200 ccm. 
20 ccm dieser Lésung mischte ich mit 1 ccm 3°/, igem Wasser- 
stoffsuperoxyd.!) Nach 15 Minuten wurde nach Kjeldahl ver- 
brannt. Nach der Destillation wurden verbraucht: 8,1 ccm 
n/10-H,SO, = 0,1134 g N in 10 ccm Serum. Blindprobe mit 
den Reagenzien: 0. 


Versuche bei Zimmertemperatur. 
1. 10 ccm Serum + NaClO-Lésung bis zu 200 cem (270 ccm 
n/10). 
Nach 15 Minuten (fortlaufende Stickstofigasentwicklung): 





1) Das Wasserstoffsuperoxyd wurde bei der Blindprobe zugesetzt, 
weil dasselbe in den folgenden Versuchen zwecks Dekomposition des 
anwesenden Hypochlorits und der Chloraminsubstanzen vor dem Schwefel- 
siurezusatz zugegeben wurde. 
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Hypochloritverbrauch: 178 ccm n/10-NaClO oder 74,2°), 
des Zusatzes. 
Gesamtstickstoff: 20 ccm + 1ccm 3°/, iger H,O, wurden 
nach Kjeldahl verbrannt: 6,5 com n/10-H,SO,, 
N-Verlust = 19,8°/,. 
Nach 60 Minuten (Stickstoffgasentwicklung soeben ab- 
geschlossen): 
Hypochloritverbrauch: 215 ccm n/1U-NaClO oder 80°), 
des Zusatzes. 
Gesamtstickstofi: 6,4ccm n/10-H,SO,, N-Verlust = 21,5°,,. 
Nach 5 Stunden: Hypochloritverbrauch: 236 ccm n/10- 
NaClO oder 87,4°/, des Zusatzes. 
Gesamtstickstoti: 6,3 ccm n/10-H,SO,, N-Verlust = 22,2°, 
Nach 48 Stunden: Hypochloritverbrauch: 258 ccm n/10- 
NaClO oder 95,5°/, des Zusatzes. 
Gesamtstickstoff: 6,3 ccm n/10-H,SO,, N-Verlust = 22,2°/,. 
2. 20 ccm der 48 Stunden lang aufbewahrten, mit Hypo- 
chlorit behandelten EiweiBlésung versetzte ich mit 100 ccm 
NaClO (142 ccm n/10). Die Stickstoffgasentwicklung begann 
von neuem unmittelbar. 
Nach 24Stunden: Hypochloritverbrauch: 44,8 ccm n/10- 
NaClO oder 31,5°/, des letzten Zusatzes. 
Gesaintstickstoff: 1,6 ccm n/10-H,SO,. N-Verlust: 74,6°/, 
des zu Anfang des letztgenannten Versuchs vor- 
handenen und 80,3°/, des urspriinglichen Stickstofis. 
Der Gesamtverbrauch an Hypochlorit geht folglich in 
10 ccm Serum (0,1134 g Stickstoff enthaltend) bis zu 258 + 448 
= 696 ccm n/10, der gesamte Stickstofiverlust bis zu 80,3°/,. 
Wir kénnen demnach damit rechnen, daB wenigstens 80,3 - 0,1134 
= 0,0911 g Stickstoff mit dem vorhandenen Hypochlorit re- 
agierten. Jedes aus der Proteinsubstanz abgespaltene Gramm- 
atom Stickstoff entspricht somit 5,35 Grammolekilen Natrium- 
hypochlorit. 


Versuche bei Kérpertemperatur. 
10 ccm Serum = 0,112 g Gesamtstickstoff. 
5 com Serum + NaClO-Liésung zu 500 ccm (663,3 ccm 
n/10). 
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Nach 15 Minuten: Hypochloritverbrauch: 238,3 ccm n/10- 
NaClO oder 35,9°/, des Zusatzes. 
N-Verlust: 56,3°/,. 

Nach 60 Minuten: Hypochloritverbrauch: 313,3 ccm n/10- 
NaClO oder 47,2°/, des Zusatzes. 
N-Verlust: 68,8°/,. 

Nach 24 Stunden: Hypochloritverbrauch: 448,3 ccm n/10- 
NaClO oder 67,6°/, des Zusatzes. 
N-Verlust: 85°/,. 

Bei geniigendem Uberschu8 an Hypochlorit erreichte die 
Desamidierung bei Koérpertemperatur schon nach 15 Minuten 
56,3°/,, nach 24 Stunden 85°/,. Der gesamte Hypochlorit- 
verbrauch nach 24 Stunden ging, auf 10 ccm Serum (0,7 g 
Protein) gerechnet, bis zu 896,6 ccm n/10-NaCiO. Fir jedes 
Grammatom abgespaltenen Stickstoffs konstatieren wir somit 
einen Verbrauch von 6,6 Grammolekiilen Natriumhypochlorit. 
Schon aus den Versuchen mit Alanin stellten wir einen wesent- 
lich gréBeren Mehrverbrauch an Hypochlorit fest als es aus 
dem am einfachsten gedachten Reaktionsverlauf zwischen dieser 
Substanz und dem Hypochlorit hervorgeht (1 Grammatom N: 
3,5 Grammolekiile NaClO, 8S. 30). Die diesbeziigliche Ursache 
kann man anderen, bisher nicht naher ermittelten Beireaktionen 
zwischen dem Hypochlorit und den aus dem Alanin gebildeten 
Spaltungsprodukten zuschreiben, unter denen besonders das 
Acetaldehyd hervorgehoben sei. Der bei den Proteinversuchen 
gefundene auBerordentlich hohe Hypochloritverbrauch deutet 
darauf hin, daB der Reaktionsverlauf in seiner Gesamtheit hoch- 
gradig kompliziert ist. Dank den Langheld-Dakinschen 
Untersuchungen sind wir doch weiter berechtigt, die bedeu- 
tungsvollsten Einzelheiten als véllig klargelegt anzusehen. 

Die Desamidierung scheint nicht einmal bei Kd6rper- 
temperatur weiter als bis zu 85°/, des Gesamtstickstoffes 
fortzuschreiten. Die Ursache hiervon ist nicht ohne weiteres 
klar. Méglicherweise kann der geringe Teil des Stickstoffes 
der Proteinsubstanzen, welcher nicht in Form von Amin oder 
in siureimidartiger Bindung vorkommt, eine wesentlich gréBere 
Widerstandskraft gegen die Hypochloriteinwirkung besitzen. 
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c) Die Kohlendioxydabspaltung. 

Setzt man eine a@-Aminofettsiure') der Einwirkung von 
Hypochlorit aus, so wird, wie bereits Langheld zeigte, inner- 
halb kurzer Zeit Kohlendioxyd abgespalten. MHierin liegt die 
Erklirung dafiir, daB das erhaltene Reaktionsprodukt — ein 
Aldehyd — ein C-Atom weniger im Molekiil enthalt als das 
Ausgangsmaterial. Am einfachsten wird die Kohlendioxyd- 
abspaltung nachgewiesen, wenn Calciumhypochlorit beim Ver- 
such angewandt wird. Beinahe unmittelbar wird die Mischung 
vom ausgefallten Calciumcarbonat triibe. Werden also 0,25 ¢ 
Alanin mit 200 ccm Chlorkalklésung versetzt, die 1°/, ,,wirk- 
sames Chlor“ und etwa 0,15°/, Calciumhydroxyd enthilt, triibt 
sich die Lésung durch Calciumcarbonat in wenigen Minuten 
unter Stickstoffgasentwicklung. Fiihrt man den Versuch vor 
dem Kohlendioxyd der Luft geschiitzt aus und isoliert man 
das gebildete Carbonat nach 24 Stunden méglichst schnell 
durch Aufsammlung im Filter, so 14Bt sich dasselbe titri- 
metrisch bestimmen. Im vorliegenden Fall wurden im Mittel 
6ccm n/l-HCl verbraucht. Zieht man von diesem Wert 
0,1 ccm n/1-HCl oder die Summe ab, welche die Chlorkalk- 
lésung bei der Blindprobe verbraucht, so bleiben 5,9 ccm n/1l 
HCl iber, entsprechend 0,1298 g CO,. Die im Alanin ent- 
haltene Carboxylgruppe macht, als CO, gerechnet, *4/,, des 
Molekiils aus oder im vorliegenden Fall 0,1236 g — ein Wert, 
der mit dem gefundenen des Experimentes zufriedenstellend 
iibereinstimmt. Die vorhin angegebene Methode wandte ich 
beim Versuch mit den Proteinstoffen an. 5 ccm Serum 
(0,059 g Gesamtstickstoff = 0,369 g Protein) wurden mit 
200 ccm Chlorkalklésung gemischt und bei Zimmertemperatur 
auf bewahrt. 

Nach 24 Stunden: 0,1034 g CO, = 0,0282 g C. 

Nach 48 Stunden: 0,1474 g CO, = 0,0402 g C. 

Proteinsubstanzen enthalten im Mittel 50°/, C. Nach 
24 Stunden waren also 15,3°/, der Gesamtmenge an Kohlen- 


1) 8-Aminopropionsiure und 0d-Aminovaleriansiure werden vom 
Hypochlorit desamidiert, spalten aber nicht CO, ab. 
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stoff als CO, abgespalten, nach 48 Stunden 21,8°/,. Nehmen 
wir nun an, dab der Reaktionsverlauf demjenigen gleichartig 
ist, welcher zwischen «-Aminofettsiuren und Hypochlorit statt- 
findet, so wiirde auf jedes Atom N ein Atom C als CO, ab- 
gespalten werden. Geht ferner, wie es die vorher angefiihrten 
Versuche wahrscheinlich machen, die Desamidierung bei 
Zimmertemperatur bis zu 80°/, des gesamten Stickstoffgehaltes 
hinauf, so wiirde demnach im vorliegenden Fall die CQ,-Ab- 
spaltung bis zu 

12-80-0,059 . 

Tio ™ 9:0405 g C 
berechnet werden kénnen, einer Ziffer, die beinahe mit der 
nach 48stiindiger Hypochloritbehandlung gefundenen zu- 
sammenfallt. 

Die angefiihrten Versuche zeigen nicht nur die auBer- 
ordentlich niederbrechende Einwirkung, die das Hypochlorit 
auf das EiweiBmolekiil ausiibt, sondern macht es auch wahr- 
scheinlich, daB die Langheldsche Theorie iiber den Zerfall 
der e-Aminofettsiuren auch auf die Kondensationsprodukte 
dieser Substanzen, der Proteinstoffe, anwendbar ist. Man kann 
folglich annehmen, das die beim N-gebundenen Kohlen- 
stoff stehende CO-Gruppe innerhalb desselben Amino- 
fettsdurerestes in erster Linie die Quelle der bei den 
Versuchen nachgewiesenen CO,-Bildung war. 


d) Die Biuretreaktion. 

Durch Kinwirkung von salpetriger Saiure oder Alkali 
kinnen die Proteinstoffe unter gewissen Verhiltnissen das 
Vermigen, die Biuretreaktion zu geben, verlieren. Freilich 
scheint hierbei die Proteinnatur dieser Stoffe von mehreren 
Gesichtspunkten trotzdem Bestand zu haben, doch deutet das 
Ausbleiben der Biuretreaktion auf gewisse sicherlich  tief- 
gehende Verinderungen in der Zusammensetzung der entstan- 
denen Reaktionsprodukte hin. 

In beiden Fallen wurden zweifellos die Stickstoffgruppen, 
die den Grund der Biuretreaktion bilden, zerstért oder auch in 
Kombinationen umlagert, die die fragliche Reaktion nicht her- 
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vorzurufen vermochten. Aus den vorher angefiihrten Ver- 
suchen ging hervor, daB bei der Behandlung der Proteinstoffe 
mit Hypochlorit eine bedeutende Hydrolyse und Desamidierung 
stattfindet. Schon aus diesem AnlaB ist es wahrscheinlich, 
daB eine Hypochloritbehandlung ein Aufheben oder eine Ver- 
minderung des Vermégens der Proteinsubstanzen zur Folge 
haben wiirde, die Biuretreaktion hervorzurufen. 


Fir eine beinahe vollstindige Destruktion von _ beispiels- 
weise 10 ccm Blutserum (0,7 g Protein) werden ungeheure 
Mengen Hypochlorit gebraucht (etwa 900 ccm n/10 bei Korper- 
temperatur). Wenn indessen in erster Linie die NH-Gruppen 
der Proteinstoffe angegriffen werden, so ist es denkbar, dab 
auch eine vergleichsweise geringe Menge Hypochlorit fiir die 
Aufhebung der ,,biureten“ Ejigenschaften der Proteinstofie 
ausreichend sein kann. 


Folgende Versuche bekriftigen diese Annahme. 10 ccm 
Serum (0,7 g Protein) mischte ich mit 100 com NaClO-Lisung 
(132 ccm n/10), worauf ich die Biuretreaktion nach gewissen 
Zeitintervallen mit 10 ccm Lésung ausfiihrte. 


Nach 5 Min. bei Zimmertemperatur: starke Violettfarbung. 
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Nebenbei machte ich eine Untersuchung zwecks Priifung 
der Kinwirkung des Hypochlorits auf den bei der Biuret- 
reaktion erhaltenen violetten Farbstoff. Mit 10 com 10°/,igem 
Serum machte ich die Biuretreaktion auf dieselbe, oben be- 
schriebene Weise. 


Darauf setzte ich 10 com NaClO-Liésung zu. 


Nach 5 Min.: Fortlaufende Violettfarbung der fast urspriing- 
lichen Starke. 


Nach 10 Min.: Geringgradige Verminderung der Farben- 
stirke und des Farbentones wahrnehmbar. 
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Nach 5—72 Stunden: Die etwas mehr nach Braunviolett 
neigende Farbe blieb weiter bestehen. 


Unter den zuletzt angefiihrten Versuchsbedingungen ist 
folglich der bei der Biuretreaktion erhaltene violette Farbstoft 
in fast unverminderter Starke wenigstens 5 Minuten lang halt- 
bar, auch wenn Hypochlorit in der angegebenen Menge zu- 
gesetzt wird. Betreffs der zuerst angefiihrten Versuche be- 
merken wir, daB bereits 132 ccm n/10-NaClO innerhalb dreier 
Stunden die anwesenden Proteinsubstanzen ihres Vermégens, 
die Biuretreaktion zu geben, ganz berauben kénnen. Vergleicht 
man diese Hypochloritmenge mit derjenigen, welche dieselbe 
Menge an Proteinstoffen in der Tat zu verbrauchen vermag — 
etwa 900 ccm n/10 —, so scheint mir hierin eine weitere Stiitze 
fiir die Dakinsche Ansicht zu liegen, daB das Hypochlorit in 
erster Linie die im EiweiBmolekiil enthaltenen Stickstoff- 
gruppen beeinfluBt. 


D. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits 
auf Ammoniak. 


Bei Einwirkung von Hypochlorit auf Aminofettsiuren und 
Proteinstoffe erhilt man unter anderen Reaktionsprodukten 
auch Ammoniak. Das gebildete Ammoniak reagiert mit dem 
vorhandenen Hypochlorit. Sind Ammoniak und Hypochlorit in 
molekuliren Mengen vorhanden, wird hauptsichlich Chloramin 
gebildet: 

H,N + NaClO = H,NC] + NaOH. 


Das gebildete Chloramin zerfallt jedoch mehr oder weniger 
schnell in Stickstoff unter Wiederbildung einer gewissen Menge 


Ammoniak: 
3H,NC] = N,+ H,N + 3HCl. 


Ist Hypochlorit in geniigendem UberschuB vorhanden, so 
zerfallt die ganze Ammoniakmenge in Stickstoff, Wasser und 
Natriumchlorid: 


2H,N + 3NaClO = N,+ 3NaCl + 3H,0. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 4 
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SchlieBlich kann, wenn Ammoniak in groBem Uberschus 
vorhanden ist, das primar gebildete Chloramin mit Ammoniak 
unter Bildung von Hydrazinchlorid reagieren: 

NH,Cl + H,N = NH,-NH,-HCl. 

Die Gegenwart von Proteinstoffen hat einen giinstigen 
HKinfluB auf die Durchfiihrung dieser letzteren Reaktion. 

Aus dem soeben Angefiihrten geht hervor, daB der Reak- 
tionsverlauf in jedem besonderen Fall auf den Proportionen 
zwischen den reagierenden Stoffen beruht. Wie sich die Ver- 
hiltnisse bei der Sterilisierung einer infizierten Wunde ge- 
stalten, dariiber sich mit Sicherheit zu fiuBern, ist unméglich. 
Doch kénnen wir damit rechnen, daB zu derselben Zeit, da 
die Spiilung der Wunde stattfindet, das Hypochlorit in he- 
deutendem Uberschu8 im Verhiltnis zum gleichzeitig frei- 
gemachten Ammoniak vorhanden ist. 

Um Klarheit iiber die Geschwindigkeit zu erhalten, mit der 
das Hypochlorit mit Ammoniak reagiert, ebenso iiber dic 
Mengen, die unter ungleichen Verhiltnissen verbraucht werden, 
fiihrte ich folgende Versuche aus: 


Material: n/1,5-H,NCl-Liésung (35,7 °/,,), 
Dakins NaClO-Liésung (100 com = 134 ccm n/10). 


Versuche bei Zimmertemperatur. 
1. 10 ccm n/1,5 H,NCl (0,357 g) + 100 com NaClO 
(134 ccm n/10). 
Nach 1 Min.: 17 ccm n/10-NaClO verbraucht, 
‘ ea ee 7m 


a ee a a . 
5: et ee . is m 
a* eee 85, a ee 
. Sa ee 


2. 10 com n/1,5 H,NCl + 200 com NaClO (268 ccm n/10). 
Nach 1 Min: 205 ccm n/10-NaClO verbraucht, 

25, 205 . 

; , SA, 


9 bh) 3° 
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Nach 20 Min.: 207,1 com n/10-NaClO verbraucht, 
» © Be SED SC, " = ‘ 
6» ME. os « it 
<"  )|)— ae i 


38. 10 com n/1,5-H,NCl + 300 com NaClO (402 ccm n/10). 
Nach 1 Min: 200,5 ccm n/10-NaClO verbraucht, 
1» yy Ss - ‘ 
» 0 , Bee. ‘ . 


y 2 . ae. , 7 
» Ste: 286. - e - 


‘9 oO ** 203,6 +) 3° 9 
~ a6 .)0| 6 ‘ re 


Versuche bei Kérpertemperatur. 


1. 10 com n/1,5 H,NC] + 100 com NaClO (134 ccm n/10). 
Nach 1 Min.: 30,6 ccm n/10 NaClO verbraucht, 


2, Mew oa -s : 
, & -« Ba. "i - 
, mare. « 5 i" 
3) 24 49 116,4 ” ; ” 9 9) 


2. 10 com n/15-H,NCl + 200 com NaClO (268 com n/10). 
Nach 1 Min.: 202,9 com n/10-NaClO verbraucht, 

» 20}, 206 4 i e 

se —¢- - 4 ‘ i 
5 Std.: 207,1 .,, we i 

» 24 , 209,2 , ‘a ‘ , 
3. 10 com n/1,5-H,NCl + 300 ccm NaClO (402 cem n/10), 
Nach 1 Min.: 197,4 ccm n/10-NaClO verbraucht, 


” 2,5 ” 197,4 ” 9 » ” 
oS ee “Ee ‘ 
» 5 Std: 2005. . » : 
ee | ‘3 ‘9 ‘i 


In dem mit Nr. 1 bezeichneten Versuch kommen Ammo- 
niumchlorid und Natriumbypochlorit in iquimolekuliren Mengen 


vor oder /,,, Grammolekiil von jedem. In den mit 2. und 
4* 
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3. gekennzeichneten Versuchen findet sich Hypochloritin doppelter, 
bzw. dreifacher Menge vor im Verhaltnis zum vorhandenen 
Ammoniumchlorid. Wegen der alkalischen Natur der Hypo- 
chloritlésung wird Ammoniak bei der Mischung der Lésungen frei. 

Die Reaktion zwischen Hypochlorit und Ammoniak ver- 
lauft sehr schnell. Bei Uberschu8B an Hypochlorit ist die 
Reaktion, d. h. die vollstindige Dekomposition des Ammoniaks, 
bereits nach einer Minute — praktisch genommen — ganz 
durchgefiihrt. Irgendeinen Unterschied in der Reaktions- 
geschwindigkeit bei Zimmer- bzw. Kérpertemperatur kann man 
aus den Versuchsresultaten nicht herauslesen. Der gefundene 
Hypochloritverbrauch, etwa 200 ccm n/10, entspricht +/,,, Mol. 


/100 

NaClO. 1/,,, Molekiil H,NCI verbraucht folglich */,,, Molekiil 
NaClO zur vollstindigen Dekomposition in Stickstoffgas. 
2 Molekiile Ammoniak erfordern somit 8 Molekiile Hypochlorit, 
was mit den auf S. 21 angegebenen Reaktionsformeln iiberein- 
stimmt. Priifen wir weiter die Versuche, bei denen Hypo- 
chlorit und Ammoniak aufeinander in molekuliren Mengen 
einwirkten, so bemerken wir, daB sich der Hypochloritverbrauch 
auf 15—20°/, des vom Anfang an vorhandenen und auf 8 bis 
10°/, des fiir die vollstandige Dekomposition des Ammoniaks 
erforderlichen einschrankt. 

Um diesen Sachverhalt erklaren zu kénnen, ist eine 
nihere Priifung der Bestimmungsweise des Hypochloritgehaltes 
notig. Wie in den iibrigen angefihrten Fallen wurde der 
Hypochloritgehalt jodometrisch aus der Menge _,,wirksamen 
Chlors“ berechnet, die bei der Ansiuerung frei wird. Nun 
reagiert indessen nicht nur Hypochlorit, sondern auch Chlor- 
amin oxydativ mit Jodwasserstoff unter Freiwerden von Jod, 
Der erhaltene titrimetrische Wert ist somit ein MaB fiir die 
Gesamtmenge Hypochlorit und Chloramin, die sich in der 
Reaktionsmischung vorfindet. Der im vorhergehenden Falle 
ermittelte, vergleichsweise geringe Hypochloritverlust bezieht 
sich zweifellos auf den Zerfall in Stickstoffgas, welchem das 
bei der Reaktion gebildete Chloramin allmahlich anheimfiallt. 

Weiter fiihre ich das Ergebnis eines Versuches an, bei 
dem freies Ammoniak in solcher Menge vorhanden war, dab 
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die molaire Konzentration das etwa 20fache des vorhandenen 
Hypochlorits erreichte. Der Hypochloritverbrauch ging wih- 
rend der ersten Stunden dieses Versuches bis zu ungefahr der- 
selben Héhe wie bei den Versuchen in moliren Konzentra- 
tionen. Nach 24 Stunden war jedoch alles Hypochlorit ver- 
braucht. Kin gréBerer Uberschu8 an Ammoniak bewirkt also 
keine augenfillige Steigerung der Geschwindigkeit, mit der 
Hypochlorit verbraucht wird. 

SchlieBlich verdient in diesem Zusammenhang die Beob- 
achtung Langhelds hervorgehoben zu werden, da& Chloramin 
dieselbe Wirkung auf Aminofettsiuren ausiibt wie das Hypo- 
chlorit selbst. Wirden also bei der Carrelschen Wund- 
behandlung solche Verhiltnisse eintreten, daB eine gréBere 
Menge Hypochlorit in Chloramin iibergefiihrt wird, so wire 
damit dessen Wirkung auf die anwesenden Proteinsubstanzen 
nicht aufgehoben. 


E. Untersuchung der Einwirkung des Hypochlorits auf gewisse 
Aldehyde. 


Als Reaktionsprodukte bei der Hypochloritbehandlung von 
g-Aminofettsiuren erhalt man Aldehyde der niichst tieferen 
Reihe. Ahnliche Substanzen bilden sich aus den Protein- 
stoffen. Bei der Oxydation, insbesondere in alkalischer Lésung, 
werden Aldehyde bekanntlich leicht in die entsprechenden 
Siuren iibergefiihrt. Da8 fiir das Zustandekommen einer 
solchen Reaktion beim Vorhandensein eines so _ kriiftigen 
Oxydationsmittels, wie es eine alkalische Hypochloritlésung 
tatsichlich darstellt, alle Bedingungen gegeben sind, ist ohne 
weiteres klar. 

Die bei der Spaltung der Proteinstoffe gebildeten Alde- 
hyde sind in ihrer chemischen Zusammensetzung sehr ver- 
schiedenartig. Aus diesem Grunde ist es wahrscheinlich, da8 
sie ebenfalls betreffs ihrer Oxydierbarkeit bedeutende gegen- 
seitige Unterschiede aufweisen. Weiter sei hervorgehoben, daf, 
abgesehen von der Oxydation zu der entsprechenden Saure, 
auch andere Reaktionen denkbar sind. So wird bekanntlich 
Acetaldehyd durch Kinwirkung von Hypochlorit in Chloral 
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iibergefithrt. Eine ahnliche Chlorsubstitution ist mit der Mehrzahl 
der aus den Proteinstoffen gebildeten Aldehyde wahrscheinlich. 

Die meisten Aldehyde, die bei der Hypochloritbehandlung 
der Proteinstoffe gebildet werden, sind in reinem Zustande 
kaum zuginglich. 

Meine Untersuchungen umfassen Formaldehyd, Acet- 
aldehyd, Benzaldehyd, Zimtaldehyd und Salicylaldehyd. Von 
diesen sind nur die beiden erstgenannten wirkliche Reprisen- 
tanten der beim Zerfall der Proteinstoffe gebildeten Aldehyde. 
Die Resultate deuten in ihrer Gesamtheit jedoch die un- 
gleichen Reaktionsméglichkeiten an, die bei der Einwirkung 
der Aldehyde und des Hypochlorits aufeinander bestehen. 


Versuche mit Formaldehyd, Formiaten und Methy]- 
alkohol. 


Als Material bei diesen Untersuchungen gebrauchte ich 
teils die gewdhnliche im Handel befindliche Formalinlésung, 
teils Natriumformiat und Methylalkohol. Die Formalinlésung 
des Handels enthalt bekanntlich etwa 40°/, Formaldehyd. 
AuBerdem kommen unter anderem auch 10—15°/, Methyl- 
alkohol und Ameisensiure in wechselnden Mengen vor, die sich 
durch Oxydation bei der Aufbewahrung bildet. Um aus den 
Versuchen mit Formalin richtige SchluBsitze iiber die EKin- 
wirkung des Formaldehyds zu ziehen, ist die Kenntnis des 
Einflusses sowohl des Methylalkohols als auch der Ameisen- 
siure auf Hypochlorit wichtig. 


Methylalkohol. 


0,08 g Methylalkohol verbrauchen zur vollstandigen Uber- 
fiihrung in Ameisensdiure 100 ccm n/10-NaClO. 

Beim Versuch wurden 0,10 g Methylalkohol und 131 ccm 
n/10-NaClO angewandt. Nach 3stiindiger Aufbewahrung bei 
Korpertemperatur waren nur 6 ccm n/10 verbraucht, nach 
24 Stunden 9 ccm. Die Versuchsresultate deuten also auf eine 
sehr unbedeutende Einwirkung hin. Nach 24 Stunden wiirden 
folglich nur etwa 7°/, des anwesenden Methylalkohols beeinflubt 
worden sein. 
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Na-Formiat. 


1 g Na-Formiat wurde mit 131 ccm n/10-NaClO versetzt 
und bei Kérpertemperatur aufbewahrt. 


Nach 3 Stunden: 101 ccm n/10-NaClO verbraucht. 
» 24 4, +: 129 ccm n/10-NaClO 


Formiat wird somit ziemlich schnell von anwesendem 
Hypochlorit beeinfluBt. Beim Versuch mit Chlorkalklésung 
entstand in kurzer Zeit Calciumcarbonat. Das Formiat zerfillt 
demnach durch die Hypochloriteinwirkung in Carbonat. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daB von den 
in einer Formalinlésung enthaltenen Verunreinigungen der 
Methylalkohol bei der Hypochloritbehandlung von bedeutungs- 
loser Kinwirkung ist, Ameisensiure dagegen erhebliche Mengen 
verbraucht. Bei der Oxydation von Formaldehyd mit Hypo- 
chlorit hért folglich die Reaktion nicht auf, nachdem der 
Aldehyd in Formiat iibergefiihrt ist, sondern schreitet weiter 
iort, bis das letztere in Carbonat zerfallen ist. 


Formalinlisung. 


Versuche in aquimolekularen Proportionen. 


Bei Zimmertemperatur. 


0,18 g Aldehyd (jodometrisch bestimmt nach Romijn) 
+ 100 cem NaClO (125 cem n/10). 


Nach 15 Min.: 1 ccm n/10-NaClO oder 0,8°/, verbraucht. 
» 3 Stdn.: 9ccm n/10-NaClO ,, 7,2 Ze 
»  41/,, : 13 cem n/10-NaClO ,, 10,4 
» 24 , : 47 ccm n/10-NaClO ,, 37,5 


bP] 


39 


Bei Kérpertemperatur. 


Nach 2 Stdn.: 85 ccm n/10-NaClO oder 68°/, verbraucht. 
» 34,, 2: 1lleemn/10-NaClO ,, 88,8 
» 24 , :125cemn/10-NaClO ,, 100 
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Versuch mit Uberschu8 an Hypochlorit bei Kérper- 
temperatur. 


0,1875 g Aldehyd + 200 com NaClO (262 ccm n/10). 


Nach 24 Stdn.: 224 ccm n/10-NaClO oder 85,5 °/, verbraucht. 

Aus dem Formalinversuch ist die in hohem Grade be- 
merkenswerte Tatsache ersichtlich, da8 der Formaldehyd trotz 
seines bekannten unerhérten Reaktionsvermégens mit Hypo- 
chlorit doch auffallig triage reagiert. Bei Zimmertemperatur 
erreicht der Hypochloritverbrauch wihrend der nachsten Stunden 
nur elnige wenige Prozent der zugesetzten Aquimolekularen 
Menge. Bei Korpertemperatur verlauft die Reaktion freilicl: 
schneller, doch sieht man, daB nach 2 Stunden 32°/, des zu- 
gesetzten Hypochlorits intakt sind. Das Verhalten ist um so 
viel bemerkenswerter, als Hypojodit mit Formaldehyd fast 
augenblicklich unter Formiatbildung reagiert. 

Die im vorstehenden konstatierte Tragheit, mit der Form- 
aldehyd mit Hypochlorit reagiert, ist keineswegs ohne Bedeu- 
tung, falls es die Ursachen der bekannten stark antiseptischen 
Wirkungen des Hypochlorits zu diskutieren gilt. Auch wenn 
man die Ursache des baktericiden Vermégens des Hypochlorits 
hauptsachlich dem destruktiven Einflu8 zuschreibt, den das 
Hypochlorit auf die Proteinsubstanz der Mikroorganismen aus- 
iibt, so muB doch die Tragheit der Reaktion des bei dieser 
Destruktion gebildeten Formaldehyds mit dem anwesenden 
Hypochlorit hervorgehoben werden. Der Formaldehyd hat 
daher die Méglichkeit, seine bekannten antiseptischen Wirkungen 
zur Geltung zu bringen. Ahnliche Wirkungen lassen sich auch 
anderen aus den Proteinsubstanzen bei der Hypochloritbehand- 
lung gebildeten Aldehyden zuschreiben. 

Gehen wir schlieBlich zu den Versuchen iiber, in denen 
Hypochlorit in gré8erem Uberschu8 vorhanden war, so finden 
wir im Resultat eine gute Stiitze fiir das bereits friiher ge- 
zeigte Verhalten, daf die Reaktion mit Formaldebyd und Hypo- 
chlorit keineswegs bis zur Bildung von Formiat eingeschrankt 
ist, sondern mit aller Wahrscheinlichkeit so weit fortschreitet, 
bis diese Substanz in Carbonat zerfallen ist. 0,1875 g Form- 
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aldehyd verbrauchen bei Kérpertemperatur nach 24 Stunden 
224 com n/10-NaClO. Um 1 Grammolekiil Formaldehyd (30) 
in Carbonat iiberzufiihren, sind 2 Grammolekiile Hypochlorit 
notig. 1000 ccm n/10-NaClO (n/20 molar) = 0,75 g Form- 
aldehyd. Der im vorliegenden Fall gefundene Hypochloritver- 
brauch entspricht folglich 0,168 g Formaldehyd — eine Ziffer, 
die nicht wesentlich (etwa 10°/,) von der bei der jodometrischen 
Bestimmung der verwendeten Formalinlésung gefundenen ab- 
weicht. 


Versuche mit Acetaldehyd. 


Bei Zimmertemperatur. 
0,2 g Acetaldehyd ,,.Kahlbaum“ + 100 ccm NaClO (142 ccm 
n/10). 
Nach 5 Min.: 14ccm n/10-NaClO oder 9,9°/, verbraucht. 


» 10 , : 32cemn/10-NaClO ,, 22,5 in 
» 20 , : 66ccmn/10-NaClO ,, 46,5 - 
» 380 , : 117ccemn/10-NaClO ,, 82,4 is 


» 40 , : 142ccm n/10-NaClO _ ,,100 


Die Reaktion zwischen Hypochlorit und Acetaldehyd ver- 
liuft wesentlich schneller als diejenige zwischen Hypochlorit 
und Formaldehyd. Im vorliegenden Yall betriigt die molare 
Konzentration des Aldehyds etwa 60°/, des anwesenden Hypo- 
chlorits. Dessenungeachtet ist bereits nach 40 Minuten 
dauernder EKinwirkung alles Hypochlorit verbraucht. Durch 
Versuch iiberzeugte ich mich ferner, daB Acetat von Hypo- 
chlorit nicht beeinfluBt wird. Die Reaktion zwischen Hypo- 
chlorit und Acetaldehyd kann folglich nicht ausschlieBlich oxy- 
dativ verlaufen. Beim Versuch mit gréferen Materialmengen 
konnte tatsichlich das Vorhandensein sowohl von Acetat als 
auch von Chloroform nachgewiesen werden. Das Hypochlorit 
tritt demnach mit dem Acetaldehyd ebenfalls unter Chlor- 
substitution in Reaktion. In erster Linie wird hierbei ver- 
mutlich Chloral gebildet, das dann mehr oder weniger voll- 
stindig in Chloroform und Formiat zerfaillt. Wie aus der 
vorhergehenden Untersuchung hervorgeht, wird Formiat weiter 
vom Hypochlorit unter Carbonatbildung beeinfluBt. Bei Koérper- 
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temperatur verbrauchten 0,5 g Acetaldehyd in 24 Stunden nicht 
weniger als 650 ccm n/10-NaClO. Ein Grammolekiil Acet- 
aldehyd verbraucht folglich etwa 2,9 Grammolekiile Hypochlorit. 
Die soeben genannten Reaktionen erklaren diesen hohen Hypo- 
chloritverbrauch. 


Versuche mit Benzaldehyd. 
1. 0,5 g Benzaldehyd + 100 com NaClO (125 ccm n/10), 


Bei Zimmertemperatur. 
Nach 15 Min.: 1 com n/10-NaClO oder 0,8 °/, verbraucht. 
» 43/, Stdn.: 5cemn/10-NaClO ,, 4 i 
» 24 » : 22cemn/10-NaClO _,, 17,6 


Bei Kérpertemperatur. | 
Nach2 Stdn.: 17ccmn/10-NaClO oder 13,6°/, verbraucht. 
» 3d/, 4 +: 385ccmn/10-NaClO ,, 28 - 
» 24 » :105cemn/10-NaClO ,, 84 m 

2. 0,5 g + 200 ccm NaClO (262 ccm n/10). 

Nach 24 Stunden: 102 ccm n/10-NaClO oder 39°, ver. 
braucht. 

Der Benzaldehyd reagiert ziemlich trige mit Hypochlorit 
sowohl bei Zimmer- als auch Kérpertemperatur. Auch bei 
groBem UberschuB an Hypochlorit schrankt sich der gefundene 
Hypochloritverbrauch auf den daquimolekularen gegeniiber dem 
vorhandenen Benzaldehyd ein. Nachdem der Benzaldehyd zu 
Benzoesiure oxydiert ist, kann also die Reaktion als ab- 
geschlossen angesehen werden. Aus einer der vorhergehenden 
Untersuchungen ging im iibrigen hervor, daB Benzoate vom 
Hypochlorit nicht beeinfluBt werden (S. 40). 


Versuche mit Salicylaldehyd. 


0,235 g o-Salicylaldehyd ,,Kahlbaum“ + 300 com NaClO 
(393 ccm n/10) wurden bei Kérpertemperatur aufbewahrt. 
Nach 1 Stde.: 363 cem n/10-NaClO oder 92,4°/, verbraucht. 
» 24S8tdn.: 381 ccm n/10-NaClO ,, 96,8 » 


Der beim obenstehenden Versuch gefundene Hypochlorit- 
verbrauch — auf 1 Grammolekiil etwa 10 Grammolekiile Hypo- 
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chlorit — zeigt, daB die Reaktion sich nicht auf eine ein- 
fache Oxydation des Aldehyds zu Salicylsiure beschriankt. Das 
Vorhandensein einer Hydroxylgruppe innerhalb des Molekiils 
bewirkt folglich eine wesentliche Steigerung des Reaktions- 
vermégens des Aldehyds mit Hypochlorit. 

Wahrend Benzoesiure vom Hypochlorit nicht beeinfiuBt 
wird, zerfallt nach meinen hier nicht niher besprochenen Ver- 
suchen Salicylsiure mehr oder weniger vollstindig unter Ab- 
spaltung der Carboxylgruppe und Bildung chlorierter Sub- 
stanzen (Phenolen?). Bei Behandlung von Natriumsalicylat mit 
Calciumhypochlorit entsteht nimlich in kurzem eine Fallung 
von Calciumcarbonat. Wird der Uberschu8 an Hypochlorit nach 
mehrstiindiger Einwirkung durch Behandlung mit Ferrosulfat 
in alkalischer Lésung zerstért, so laBt sich nach Ansauerung 
mit Schwefelsiure durch Extraktion mit Ather eine schmierige 
Substanz von stickigem Geruch isolieren. Diese Substanz, die 
nicht direkt mit Silbernitrat reagiert, gibt nach AufschlieBen 
mit rauchender Salpetersiiure eine kraftige Chlorreaktion. Ver- 
suche mit Salicylaldehyd hatten ahnliche Resultate. Mit Riick- 
sicht auf diese Beobachtungen kann man die Reaktion zwischen 
Salicylaldehyd und Hypochlorit hauptsichlich nach folgendem 
Schema verlaufend betrachten. Der Aldehyd wird zu Salicyl- 
siure oxydiert, die Carboxylgruppe wird abgespalten und Chlor 
tritt in den Benzolring ein. 


Versuche mit Zimtaldehyd. 


Versuche in iiquimolekularen Proportionen. 
0,9 g¢ Zimtaldehyd + 100 ccm NaClO (131 cem n/10). 


Bei Zimmertemperatur. 
Nach 15 Min.: 91 ccm n/10-NaClO oder 69,8°/, verbraucht. 
. 30 , :116ccmn/10-NaClO ,, 88,6 

» 60 ,, :131cemn/10-NaClO ,, 100 


99 


99 


Bei Kérpertemperatur. 
Nach 15 Min.: 129 ecm n/10-NaClO oder 98,5°/, verbraucht. 
30 ,, :131cemn/10-NaClO ,, 100 J 
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Versuche mit Uberschu8 an Hypochlorit. 
0,3 g Zimtaldehyd + 100 com NaClO (131 ccm n/10). 


Bei Kérpertemperatur. 
Nach 15 Min.: 51 ccm n/10-NaClO od. 39 °/, verbraucht. 
» 2 Stdn.: 88ccmn/10-NaClO ,, 67,2 me 
» 41/, , :109ccmn/10-NaClO ,, 83,2 
24 » :129ccmn/10-NaClO ,, 98,5 


Der Hypochloritverbrauch geht bei diesen Versuchen mit 
sroBer Geschwindigkeit vor sich. Bei Uberschu8 an Hypochlorit 
verbraucht 1 Grammolekiil Aldehyd in 24 Stunden etwa 
2,8 Grammolekiile Hypochlorit. Einer Angabe von Schmidt’) 
gemiB reagiert Zimtsaiure mit unterchloriger Siure unter Bildung 
von Phenyl-a-Chlormilchsiure, C,H,CH.-OH-.CH-Cl- COOH. 
Chromsiure, Kaliumpermanganat und andere Oxydationsmittel 
fihren Zimtsaiure bei vorsichtiger Kinwirkung zuerst in Phenyl- 
glycerinsiure tiber, C,H,CH-OH-CH-OH-COOH, und danach 
in Benzaldehyd bzw. Benzoesiure. Ahnlich verliiuft vermutlich 
die Reaktion zwischen Zimtaldehyd und Hypochlorit. Bei 
den Versuchen mit dem genannten Aldehyd verschwand all- 
mithlich der charakteristische Geruch des Zimtaldehyds und 
wurde durch den fiir Benzaldehyd typischen ersetzt. 

Fassen wir die Resultate der angefiihrten Versuche mit 
Aldehyden zusammen, so bemerken wir vor allem die Ungleich- 
heit sowohl betrefis der Reaktionsgeschwindigkeit als auch be- 
ziiglich der Hypochloritmenge, die die untersuchten Aldehyde 
verbrauchten. 

Uberraschend triige reagieren Formaldehyd und Benzalde- 
hyd, dagegen Acetaldehyd, Salicylaldehyd und Zimtaldehyd 
besonders schnell. 1 Grammolekil Benzaldehyd verbraucht 
1 Grammolekiil Hypochlorit, 1 Grammolekiil Formaldehyd etwa 
2 Grammolekiile, 1 Grammolekiil Acetaldehyd 2,9, 1 Gramm- 
molekiil Salicylaldehyd etwa 10, und 1 Grammolekiil Zimt- 
aldehyd etwa 2,8 Grammolekiile Hypochlorit. Diese Ungleich- 
heit unter den genannten Aldehyden erklart sich darin, dab 





1) Sehmidt, Pharm. Chem. Bd. 2, S. 1212 (1911). 
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mit Ausnahme des Benzaldehyds, das ausschlieBlich zu Benzoe- 
siure oxydiert wird, in den iibrigen Fallen auch andere, nicht 
rein oxydative Reaktionen stattfinden. SchlieBlich sei in diesem 
Zusammenhang auf ein Detail von praktischer Bedeutung be- 
treffs der Zusammensetzung der Dakinschen Natriumhypo- 
chloritlésung hingewiesen. Bei deren Anwendung als Wund- 
desinfektionsmittel werden, wie aus obigem hervorgeht, saure 
Substanzen von wechselnder Zusammensetzung gebildet. Da 
nun Hypochlorit mit Sauren im Uberschu8 unter Entwicklung 
von freiem Chlor zerspalten wird, versteht man nicht nur 
die Bedeutung, sondern auch die Notwendigkeit der ,, Al- 
kalireserve“, welche die fragliche Lisung wegen ihres Uber- 
schusses an Carbonat besitzt. 


In einer spiater erscheinenden Publikation, deren experi- 
menteller Teil bereits abgeschlossen ist, werde ich einiges iiber 
ein als Ersatzmittel fiir Hypochlorit bereits von Dakin vor- 
geschlagenes Priparat berichten, naimlich p-Toluolsulfochlor- 
amidnatrium, CH,C,H,-SO,Na: NC1+3H,O. Unter dem Namen 
Chloramin 7’ hat das fragliche Priparat eine ziemlich groBe 
Ausbreitung als Wundmittel in den Ententelindern gefunden, 
wahrend man sich erst im Laufe des vorigen Jahres in Deutsch- 
land fir dieses Priiparat zu interessieren begann (Chloramin 
.Heyden“, Mianin-,,Magdeburg“). Bei meinen Untersuchungen 
des betreffenden Praparats bin ich hauptsichlich ebendemselben 
Plan gefolgt, der der vorliegenden Arbeit zugrunde liegt. 


ee 














Uber das Digitonin und seine Abbauprodukte. 
Von 
A. Windaus und K. Weil. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Laboratorium der Universitat Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1922.) 


Uber Digitonin, das schén krystallisierte Saponin aus 
dem Samen von Digitalis purpurea, haben Kiliani und 
seine Schiiler eine Reihe von Arbeiten veréffentlicht.') Die 
Untersuchung dieses Saponins bietet auBerordentliche Schwie- 
rigkeiten: Trotz seines groBen Krystallisationsvermégens lit 
es sich nur sehr schwer von Nebenglykosiden vollstindig be- 
freien; und besonders miflich ist es, daB es an einfachen Er- 
kennungsmerkmalen dafiir fehlt, ob die Reindarstellung ge- 
lungen ist oder nicht. Die Bestimmung des Schmelzpunktes 
versagt hier, weil sich das Digitonin beim Erhitzen allmahlich 
zersetzt; das Drehungsvermégen und die Analyse sind 
wenig charakteristisch, da andere im Digitalissamen vorhan- 
dene Saponine dhnliche Werte liefern wie Digitonin. Am 
ehesten scheint noch die mikroskopische Untersuchung 
zum Nachweis von Verunreinigungen brauchbar zu sein; doch 
ist auch hier das Ergebnis unsicher, weil die einzelnen Saponine 
moglicherweise Mischkrystalle miteinander bilden. 

Dadurch erklirt es sich, daB erst viele Jahre nach Aui- 
findung des krystallisierten Digitonins nachgewiesen worden ist, 
daB das als einheitlich aufgefaBte Material zu etwa 15 °/, eine 





') Chem. Ber, Bd. 23, 8. 1555 (1890); Bd. 24, S. 339 u. 3952 (1891). 
Die iibrige Literatur ist zusammengestellt in Chem. Ber. Bd. 51, 8. 1615 
(1918). 
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Beimengung enthilt, das Gitonin.') Seither hat Kiliani ein 
weiteres, noch unbenanntes Saponin im rohen Digitonin 
aufgefunden.’) 

Leider sind die meisten der oben erwihnten Arbeiten mit 
einem Gemenge der verschiedenen Saponine durchgefiihrt 
worden, und die beschriebenen Umwandlungsprodukte des 
Digitonins leiten sich nur zum Teil von diesem Glykosid, zum 
Teil auch von den Nebenglykosiden ab. 

Aus diesem Grunde ist es notwendig, die friiheren Unter- 
suchungen mit méglichst reinem Material zu _ wiederholen. 
Auf Anregung von Herrn Prof. Kiliani haben wir diese Ar- 
beit unternommen und sind hierbei durch Uberlassung des 
Ausgangsmaterials und zahlreicher Priparate von Herrn Prof. 
Kiliani wesentlich unterstiitzt worden; hierfiir sprechen wir 
ihm unseren herzlichen Dank aus. 


Nach dem oben Gesagten ist es nicht erstaunlich, daB 
einige der friiheren Angaben iiber Digitonin verbesserungs- 
bediirftig sind; vor allem sind die den einzelnen Abbau- 
produkten erteilten Formeln vielfach nicht zutreffend. Die 
Auffindung der richtigen Formeln wird hier besonders durch 
den Umstand erschwert, daB die meisten Vertreter dieser 
Gruppe Komplexverbindungen bilden. 


So addieren Digitonin und Gitonin Wasser und gleich- 
zeitig die meisten Alkohole.’) Viele der beim Abbau erhal- 
tenen Siuren krystallisieren mit Krystallésungsmittel aus und 
geben es nur sehr schwer wieder vollistindig ab, bisweilen 
muB viele Stunden im Hochvakuum auf 100° erhitzt werden, 
bis Gewichtskonstanz erreicht ist; dabei zersetzen sich die 
Siuren in manchen Fallen, ehe sie ihr Krystallwasser ganz 
verloren haben. Noch weniger als die Sauren eignen sich die 
Salze zur Ableitung der richtigen Formel; auch sie enthalten 
haiufig sehr fest gebundenes Krystallwasser und besitzen aufer- 
dem nicht selten eine sehr komplexe Zusammensetzung. 





1) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2628 (1918). 
?) Chem. Ber. Bd. 49, S. 706 (1916) und Bd. 51, S. 1616 (1918). 
®) Chem. Ber. Bd. 42, S. 2 (1909) und Bd. 46, S. 2680 (1913). 
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Fiir die Ermittlung der richtigen Formel ist von beson- 
derem Werte die Feststellung geworden, daB die Siureester 
viel weniger als die freien Siuren und die Salze dazu neigen, 
Additionsverbindungen zu liefern. Analysen und Molekular- 
gewichtsbestimmungen sind daher bei den Estern einwandfrei, 
die Methoxylbestimmung nach Zeisel ist sehr viel zuver- 
lassiger als eine Metallbestimmung in den Salzen. Wenn man 
auf diesem schwierigen Gebiet Irrtiimer vermeiden will, darf 
man sich selbst bei reinen Stoffen nicht auf einige Elementar- 
analysen und Molekulargewichtsbestimmungen beschrinken, 
sondern mu8 noch andere quantitative Messungen vornehmen, 
z. B. bei den Estern auBer der Methoxylbestimmung die quan- 
titative Verseifung und ferner die Ermittlung der Zahl der 
reaktionsfahigen Wasserstoffatome nach Zerewitinoff.!) 


Digitonin C,;H,,0.,. 

Das Molekulargewicht eines zweifellos noch unreinen Di- 
gitonins hat Edinger unter Verwendung von Eisessig durch 
Gefrierpunktserniedrigung zu ermitteln gesucht und dabei die 
Werte 1159 und 1179 gefunden.”) Einen Anhaltspunkt fiir 
die GréBe des Molekulargewichts gibt auch das gut krystalli- 
sierte Additionsprodukt zwischen Digitonin und Cholesterin,®) 
das rund 25°/, Cholesterin enthalt; hieraus berechnet sich 
unter der Annahme, daB 1 Mol. Cholesterin mit 1 Mol. Digi- 
tonin verbunden ist, fiir das Digitonin ein Molekulargewicht 
von 1158. 

Unter Beriicksichtigung dieser Zahl fiihrt die Analyse des 
Digitonins zu Formeln wie ©,4...Hoo~940 e809 

Nach Kiliani entstehen bei der Spaltung neben Digi- 
togenin zwei Mol. Galaktose und wahrscheinlich auch zwei 
Mol. Glucose, und er formuliert darum den Vorgang folgender- 
maBen: 


U,5H,,0,, + 2H,0 = C3, H590¢+ 40,H,,0,. 


1) Chem. Ber, Bd. 40, S. 2023 (1907); Bd. 47, S. 2417 (1914). 
2) Chem. Ber. Bd. 32, S. 841 (1899). 
5) Chem. Ber. Bd. 42, S. 239 (1909). 
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Diese Gleichung kann aber nicht richtig sein. Wie in- iT | 
zwischen Herr Dr. Schneckenburger?) beobachtet hat, ent- 
stehen bei der Verseifung des Digitonins auBer Hexosen auch 
Pentosen, und zwar betrigt die Menge der Pentose etwa 1 Mole- 
kil auf 1 Molekiil Digitonin vom Molekulargewicht 1180. In a 
welcher Weise die Gleichung fiir die Zerlegung des Digitonins 
zu andern ist, wird sich erst nach erneutem Studium der q 
Spaltstiicke, besonders des Digitogenins, entscheiden lassen. @ 

Wir wollen hier vorweg bemerken, dai vermutlich die 
folgende Gleichung die zutreffende ist: 


C5,H,50,)+ 5H,O = C,,H,,0, + 4C,H,,0,+ C,H,,0;. 








Digitogenin C,,H,,0.. 

Das krystallisierte Digitogenin hat Kiliani durch Spal- 
tung des JDigitonins mit alkoholischer Salzsiure erhalten; 
beim Erhitzen mit Essigsiiureanhydrid liefert es ein krystalli- 
siertes Acetylderivat.?) Auf Grund von Analysen und Mole- 
kulargewichtsbestimmungen ist dem Digitogenin die Formel 
C,,H,,0, (oder ©,,H,,0,) erteilt worden. Windaus erwahnt 
allerdings in seiner Dissertation*), daB die Formel C,,H,,0, : 
ebensogut mit den erhaltenen Werten iibereinstimme, er ver- 
wirft aber diese Formel, weil beim Abbau des Digitogenins 
bestimmt eine Siure mit 28 Kohlenstofiatomen entstehe. 
Diese Behauptung ist indessen, wie wir sehen werden, unzu- 
treffend; und es stehen zunichst die Formeln C,,H,,O, und 
C,.H,,0; (oder besser C,,H,,O,) gleichberechtigt nebeneinander. 


26°42 
Kine Entscheidung zwischen diesen Formeln muB8 sich 
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durch die analytische Untersuchung des Acetyldigitogenins er- at 
reichen lassen. Zwar liegen auch hier die Kohlenstoff- und i 
Wasserstoffwerte fiir Ng 
‘HW He 

I. C,,H,,0.(CH,CO), und II. C,,H,,0O,(CH,CO), iD 

nahe beieinander: if 
I. 69,46°/, C, 8,949/, H; Il. 69,73°/, C, 9,03°/, H. +) 

¥ a 

) Privatmitteilung. uf 

2) Chem. Ber. Bd. 24, S. 342 (1891). om 

*) Neue Beitriige zur Kenntnis der Digitalisstofte. Freiburg i. Br., HE 
1899, S. 27. i 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. D i i 
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Viel gréBer sind dagegen die Unterschiede im Gehalt an 
Acetyl*. Wir haben darum das ,,Diacetyldigitogenin“ nach 
Kilianis Vorschrift dargestellt und es nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Alkohol in Krystallen vom Schmp, 178—180° erhalten. 
Bei der analytischen Untersuchung hat sich aber bald heraus- 
gestellt, daB dieses Material nicht einheitlich ist, sondern aus 
einem Gemisch verschiedener Acetyldigitogenine besteht. Wir 
haben darum das Acetylderivat noch mehrmals aus Ather- 
Petrolather umkrystallisiert und es so in schénen Nidelchen 
erhalten, die bei 190° schmolzen und ihren Schmelzpunkt nicht 
mehr verainderten. Das sicherste Kriterium fiir die Reinheit 
des Acetyldigitogenins ist sein Verhalten zu Methylmagnesium- 
jodid im Apparat von Zerewitinoff; es entwickelt hierbei 
keine Spur Methan, enthalt also keine Hydroxylgruppe mehr, 
wihrend die unvollstindig acetylierten Digitogenine vom 
Schmp. 178° mit Methylmagnesiumjodid unter Methanentwick- 
lung reagieren. 

Die quantitative Verseifung des reinen Acetyldigitogenins 
wurde folgendermaBen vorgenommen}): 1 g Substanz vom 
Schmp. 190° wurde im Wasserstoffstrom 5 Stunden am 
RiickfluBkihler mit 100 ccm n/10 alkoholischer Kalilauge ge- 
kocht und der UberschuB an Lauge mit n/10-Salzsiiure 
zuriicktitriert; dann wurde der Alkohol verdampft und 
das abgeschiedene Digitogenin nach Zusatz von Wasser auf 
einem Goochtiegel abfiltriert, bei 105° getrocknet und ge- 
wogen. Hierbei verbrauchte 1 g Substanz bei drei verschie- 
denen Bestimmungen 52,4, 53,2 und 53,4 ccm n/10-Lauge, im 
Durchschnitt 58,0 ccm und ergab 0,7870, 0,7840 und 0,7824 ¢ 
Digitogenin, im Durchschnitt 0,7845 g Digitogenin. 

Es berechnet sich fiir 1 g: 

C,,H,.0,(CH,CO), 38,6 ccm n/10-Lauge (d.i. 16,6°/, Acetyl) und 
0,8379 g Digitogenin. 


1) Digitogenin selbst verbraucht beim Kochen mit alkoholischer 
Kalilauge kein Alkali; selbst beim Erwirmen mit 10°/,iger Kalilauge 
auf 180° bleibt es ganz unveriindert; die in der Literatur sich findende 
Angabe [Chem. Ber. Bd. 23, S. 1559 (1890)], daB Digitogenin eine schon 
krystallisierte Kaliumverbindung liefere, ist unzutreffend. 
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C.,,H3,0;(CH,CO), 53,6 eem n 10-Lauge (d. i. 23,04°', Acetyl) und 
0.7750 g Digitogenin. 

C3,H,,0,(CH,;CO), 33,3 cem n/10-Lauge (d. i, 14,3°/, Acetyl) und 
0,8605 g Digitogenin. 

C,,H4,0,(CH,CO), 46,4 cem n/10-Lauge (d. i. 20,0°,, Acetyl) und 
0,8043 g Digitogenin. 

Gefunden 53,0 cem n/10-Lauge (d. i. 22,95°/, Acetyl) und 0,7845 ¢ 
Digitogenin. 

Die erhaltenen Werte sprechen eindeutig fiir das Tri- 
acetylderivat eines Digitogenins von der Formel C,,H,,0.. 

Analyse. 
4,443 mg Subst. (bei 100° getrocknet): 11,17 mg CO,, 3,33 mg H,0O, 
C,,H,90.(CH,CO), Ber. 68,57°/, © 8,57), H 
Gef. 68,56 8,39. 

Mol.-Gew. best: 0,3714 g Subst. erniedrigten den Schmelz- 
punkt des Naphthalins um 0,475°. 

Molgew. C,.H,,03. Ber. 560 

Gef. 538 

Auf Grund dieser analytischen Untersuchung kommt dem 
Digitogenin die Formel C,,H,,O, zu, es ist ein neutraler Stoff 
und enthilt drei Hydroxylgruppen; es besitzt weder eine 
Lactongruppe, noch eine Methoxylgruppe; Aldehyd- oder 
Ketongruppen sind darin nicht nachweisbar, vermutlich sind die 
beiden anderen Sauerstoffatome oxydartig gebunden. Inter- 
essant ist es, daB dieser hochmolekulare Stofi im Vakuum un- 
zersetzt destilliert. 

Die Formel C,,H,,0, fiir das Digitogenin weist auf eine 
nahe Verwandtschaft zu anderen Sapogeninen. So besitzt das 
Sarssasapogenin die Formel C,,H,,O, und enthalt nur eine 
Hydroxylgruppe.') Das Gitogenin®) hat die Formel C,,H,,0, 
und zwei Hydroxylgruppen, das Digitogenin von der Formel 
C,,H,,0, besitzt drei Hydroxylgruppen. 

Weitere Versuche mit dem Digitogenin haben wir nicht 
durchgefiihrt. Die Angabe*), daB es beim Kochen mit Zink- 
staub, Eisessig und Schwefelsiiure veriindert werde, haben wir 
nicht nachgepriift. 





1) Journ. Chem. Soc. Bd. 105, S. 215 (1914). 
2) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2631 (1913). 
5) Chem. Ber. Bd. 34, S, 3563 (1901). 
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Digitogensaure C,,H,.0, . 

Die Oxydation des Digitogenins mit Chromsiure hat 
Kiliani durchgefiihrt und dabei eine schén_ krystallisierte 
Saure erhalten, die Digitogensiure*), der die Formel ©,,H,,0, 
erteilt worden ist; sie liefert einen krystallisierten Dimethyl- 
ester und Diathylester’), eine krystallisierte Mon-oximsiiure 
und angeblich auch ein Acetylderivat.*) 

Die Analysen des Dimethylesters und des Diithylesters 
haben zu unerwarteten Ergebnissen gefiihrt, der Prozentgehalt 
an Kohlenstoff ist nimlich hoéher, als sich fiir die Formeln 
C,,H,,0,(CH,), und C,,H,,0,(C,H,), berechnet. Kiliani nimmt 
darum an, daB bei der Ksterbildung die Abspaltung eines 
weiteren Molekiils Wasser stattfinde und erteilt den beiden 
Kstern die Formeln C,,H,,O(CH,), und 


C,,H,,0,(C,H,), T ls H,O , 
Hs soll indessen sogleich bemerkt werden, da die Analysen 
noch besser passen auf die Formeln 


C5gC560,(CHs), und C,H 3,0,(C,H,), ? 

also auf die Ester einer Séure von der Formel C,,H,,0.. 

Bei der Untersuehung der Digitogensiure haben wir zu- 
nichst die friihere Angabe*) bestiitigen kénnen, daf die 
Siiure je nach der Art des zum Umkrystallisieren verwendeten 
Lésungsmittels verschiedene Schmelzpunkte besitzt. Aus Al- 
kohol erhilt man sie in Krystallen vom Schmp. 155°, aus 
Aceton 180°, aus Benzol oder Ather 170°, aus Hisessig 210°. 
Alle diese Saéuren geben bei der Behandlung mit kalter ithe- 
rischer Diazomethanlésung denselben Dimethylester. Die Ver- 
schiedenheit im Schmelzpunkt ist also durch Polymorphie oder 
durch Krystallésungsmittel bedingt. 

Formel der Digitogensaiure: Die Digitogensiure ent- 
steht aus dem Digitogenin C,,H,,O.. Da sich hierbei eine 





') Chem. Ber. Bd. 24, 8S. 342 (1891); Arch. d. Pharmacie Bd. 232. 
S. 334 (1894); Chem. Ber. Bd. 32, S. 2203 (1899); Bd. 37, S. 1215 (1904) 
und Bd, 43, 8. 3564 (1910). 

*) Chem. Ber. Bd. 49, S. 707 (1916). 

5) Chem. Ber. Bd. 34, S. 3568, 3569 (1901). 

*) Chem. Ber. Bd. 51, 8. 1621 (1918). 





Uber das Digitonin und seine Abbauprodukte. 69 


Abspaltung von Kohlensiiure oder einer anderen niedrig 
molekularen Kohlenstofiverbindung nicht nachweisen 1laBt), 
bleibt vermutlich die Zahl der Kohlenstoffatome bei der Oxy- 
dation unverandert, d. h. auch die Digitogensiure besitzt 
eine Formel mit 26 Kohlenstoffatomen. Hierfiir spricht auch, 
wie oben kurz erwihnt, die Analyse der Ester. 

Schwer zu deuten ist dagegen die Analyse der vakuum- 
trocknen, aus wiBrigem Alkohol umkrystallisierten Digitogen- 
siiture; man erhalt die Werte 66,21°/, C und 8,68°/, H, woraus 
Kiliani die Formel C,,H,,O, berechnet. Wir haben zuniachst 
geglaubt, daB diese Formel autzulésen sei in C,,H,,0,-+ C,H,0. 
Die Annahme, daB Digitogensiure mit 1 Mol. Alkohol kry- 
stallisiert, kann aber nicht richtig sein, da Kiliani?) aus- 
driicklich angibt, daB die vakuumtrockene Siaure bei der 
Zeiselschen Athoxylbestimmung nur eine schwach positive 
Reaktion hefere. Vermutlich besitzt die vakuumtrockne Digi- 
togensiure die Formel ©,,H,,0,-+ 1/,H,O, wofiir sich 66,1°/, C 
und 8,34°/, H berechnet. Leider laBt sich die Digitogensiiure 
nicht bei 100° trocknen, da sie hierbei eine Veranderung er- 
leidet. 

Der Digitogensiuredimethylester, mittels Diazomethan be- 
reitet, schmilzt in reinem Zustand bei 146°; der in der Lite- 
ratur angegebene Schmelzpunkt 137° ist zu niedrig. Bei der 
Klementaranalyse haben auch wir Zahlen gefunden, die auf 
die Formel C,,H,,0,(CH,), passen. 

3,561 mg Subst.: 8,985 mg CO,, 2,82 mg H,0. 

C,,H;,0,(CH;) Ber. 68,57°9/, C 8,57°/, H 
Gef. 68,81 8,86 

Mit Methylmagnesiumjodid entwickelt der Ester keine 
Spur Methan; er enthalt also keine Hydroxylgruppe. Dieses 
Ergebnis steht im Widerspruch mit der Behauptung, daB die 
Digitogensiure beim Behandeln mit Essigsiureanhydrid eine 
Acetyldigitogensiure liefere und die Nachpriifung der be- 
treffenden Angabe hat ergeben, daB eine Acetyldigitogensiure 
nicht existiert; durch das Entgegenkommen von Herrn Prof. 





1) Chem. Ber. Bd. 51, S. 1619 (1918). 
*) Chem. Ber. Bd. 49, S. 708 (1916). 
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Kiliani haben wir das Originalpraparat der vermeintlichen 
,»Acetyldigitogensiure* untersuchen kénnen und uns iiberzeugt, 
daB es nur aus einer etwas unreinen Digitogensiure besteht. 
Die Digitogensiure wurde in den Dimethylester iibergefiihrt 
und dieser durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und Ana- 
lyse identifiziert. 

Uber das chemische Verhalten der Digitogensiure finden 
sich in der Literatur einige weitere Angaben, die zu verbessern 
sind. So hat Kiliani‘) geglaubt, mittels 50°/,igem Alkohol 
unter Zusatz von konz. Salzsiure eine hydrolytische Spaltung 
der Digitogensiure durchgefiihrt zu haben: 


C,,H,,0, = C,H,,O, (Lacton?) + C,,H,,0,. 

In Wirklichkeit erfolgt aber bei der Behandlung mit 
50°/,igem Alkohol und konz. Salzsiure gar keine Spaltung, 
sondern eine durch das lange Kochen hervorgerufene Ver- 
esterung der Digitogensiiure. Die angeblichen Spaltstiicke sind 
aus der Literatur zu streichen, es handelt sich um Gemische 
von Digitogensiiurediathylester, Digitogensiuremonoithylester 
und etwas unveranderter Digitogensiure. Dies wird einwand- 
frei bewiesen durch Analysen, Molekulargewichtsbestimmungen 
und vor allem Athoxylbestimmungen, die wir durchgefihrt 
haben; entscheidend ist schlieBlich der Umstand, daB das an- 
gebliche Lacton C,H,,0, (bzw. C,,H,,0,) bei der Verseifung 
mit alkoholischer Kalilauge ein Stereoisomeres der Digitogen- 
siure, die unten zu beschreibende Digitosiure C,,H,.0. 
liefert. 

Bei einer Reihe anderer Umsetzungen der Digitogensiure 
hat die Unreinheit der verwendeten Digitogensiure zu Irr- 
tiimern AnlaB gegeben. Wie schon in der Einleitung erwihut 
worden ist, enthilt das rohe Digitonin eine Beimengung von 
Gitonin; ein daraus bereitetes Digitogenin ist mit Gitogeniu 
C,,H,,0, verunreinigt und liefert bei der Oxydation ein Ge- 
misch von Digitogensiure C,,H,,0, und Gitogensiiure C,,H,,0,.’) 





1) Chem. Ber. Bd. 52, 8. 202 (1919) und Bd, 53, 8. 240 (1920). 

*) Spiiter hat Kiliani die Formel fiir das Lacton veriindert und 
einen neutralen Bestandteil in dem Rohprodukt beobachtet. 

8) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2632 (1913). 
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Diese Gitogensdure, die sich gegeniiber den iiblichen Reagen- 
zien als ziemlich widerstandsfihig erweist, ist nun Kiliani bei 
Umsetzungen, die mit unreiner Digitogensiure angestellt waren, 
ziemlich haufig in die Hinde gefallen und filschlicherweise als 
Derivat der Digitogensiure angesprochen worden. So hat 
Kiliani drei Sauren beschrieben, die aus Digitogensiiure her- 
vorgehen sollen, die Gitonsaéure’) durch Erhitzen mit Eis- 
essig und verdiinnter Schwefelsiure, die Desoxydigitogen- 
siure*) durch Reduktion mittels Natriumamalgam und die 
Hydrodigitosiure®*) durch Kochen mit Kalilauge. Wir haben 
die Originalpriparate der drei Siuren untersucht und uns leicht 
iiberzeugen kénnen, da die Gitonsiiure, die Desoxydigitogen- 
siure und die Hydrodigitosiure mit Gitogensiure C,,H,,0, 
identisch sind. 
Zur Identifizierung wurden die Dimethylester bereitet. 


1. Gitonsiuredimethylester, Schmp. 144—145°, mit Gi- 
togensiuredimethylester gemischt, keine Erniedrigung, mit Di- 
gitogensiiuredimethylester starke Erniedrigung. 

4,364 mg Subst.: 11,21 mg CO,, 3,54 mg H,0O. 

Cm. U, Ber. 70,53°/, C 9,31°/, H 
Gef. 70,10 9,07 


2. ,, Desoxy-digitogensiure-dimethylester Schmp. 145°. 
Verhalten zu Gitogensiuredimethylester und Digitogensiure- 


dimethylester wie 1. 


4,167 mg Subst.: 10,78 mg CO,, 3,22 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. 70,54%, C 9,319/, H 
Gef. 70,55 8,67 


38. ,Hydrodigitosiure-dimethylester, Schmp, 145°. 
Mischschmelzpunkt wie bei 1. und 2. 


4,436 mg Subst.: 11,51 mg CO,, 3,65 mg H,O. 


C,.H,,0, Ber. 70,54°/, C —-9,31°/, H 
Gef. 70,77 9,20 


1) Chem. Ber. Bd. 34, S. 3571 (1901). 
*) Arch. d. Pharmacie Bd. 231, S. 456 (1893). 
5) Arch. d. Pharmacie Bd. 231, S. 457 (1813). 
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A. Windaus und K. Weil, 


Digitosiure und 6-Digitogensaure C,,H,.0,. 

Die Digitogensiure ist, wie bereits festgestellt ist, eine 
sehr labile Substanz; sie verwandelt sich beim Erwirmen auf 
100° oder beim Kochen mit verdiinnten Laugen in Digitosiure 
und #-Digitogensiure.') #-Digitogensiure soll dieselbe Formel 
C,,H,,O, besitzen wie Digitogensiure, aber mit einem Mol. 
Krystallwasser krystallisieren, Digitosiure soll dagegen ein 
Abbauprodukt sein und der Formel C,,H,,O, oder C,,H,.0, 
entsprechen. Diese zweite Formel — dieselbe, die wir fiir 
Digitogensiiure abgeleitet haben —, kommt tatsichlich der Di- 
gitosdure und der #-Digitogensiure zu. 

Wir stellten aus der Digitosiure den Dimethylester mittels 
Diazomethan her, er krystallisierte aus Methylalkohol in gut 
ausgebildeten Nadeln vom Schmp. 140° und entwickelte mit 
Methylmagnesiumjodid kein Methan; wie die Analyse ergab, 
ist er ein Isomeres des Digitogensiuredimethylesters. 


Analyse. 
3,778 mg Subst.: 9,520 mg CO,, 2,85 mg HO. 
C,,H,.0, Ber. 68,579/, © 8,57°/, H 
Gef. 68,72 8,44 

Der von Bazlen beschriebene?) Ester ist ein Gemisch von 
neutralem und saurem Ester. 

6-Digitogensaéure wurde nach der Vorschrift Kilianis 
aus den Mutterlaugen der Digitosiure gewonnen; sie besitzt 
die Eigenschaften, die Kiliani ihr zuschreibt. 

Sehr auffallend aber ist es, daB sie beim Behandeln mit 
kalter, atherischer Diazomethanlésung denselben Ester liefert 
wie Digitosiure; er schmilzt bei 140° verindert seinen 
Schmelzpunkt nicht auf Zugabe von Digitosiuredimethylester 
und bietet auch genau dasselbe mikroskopische Build. 

3,972 mg Subst.: 10,040 mg CQO,, 3,02 mg H,O. 

C840, Ber, 68,57°/, C 8,57°/, H 
Gef. 68,93 8,51 





1) Arch. d. Pharmacie Bd. 231, S. 459 (1893); Chem. Ber. Bd. 32, 
S. 2204 (1899); Bd. 34, S. 3573 (1901); vel. auch Bd. 51, S$. 1621, An- 
merkung (1918). 

*) Arch. d. Pharmacie Bd. 232, S. 338 (1894). 
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Erwihnenswert ist noch die Beobachtung, daB der Di- 
methylester der Digitogensiure bei einstiindigem Kochen mit 
Essigsiureanhydrid und Natriumacetat sich in den Ester der 
Digitosiure verwandelt. Nach den hier gemachten Beob- 
achtungen scheint die /-Digitogensiure nur eine krystall- 
wasserhaltige Form der Digitosiure zu sein. 

Beim Kochen mit Kalilauge gehen sowohl der Digitogen- 
siiuredimethylester sowie der Digitosiiuredimethylester und der 
damit identische /-Digitogensiuredimethylester in Digitosaure 
iiber. 

Thermische Zersetzung der Digitosiure. In einem 
Kélbchen wurde Digitosiure im Wasserstoffstrom auf 260° 
erhitzt. Das abgespaltene Kohlendioxyd wurde im Natronkalk- 
rdhrchen aufgefangen: 0,5076 g Digitosiure lieferten 0,0460 g 
CO,, 0,3920 g Digitosiure ergaben 0,0358 g CO,. — 0,3510¢ 
Digitosiure gaben 0,0328 g CO,. 

Ber. fiir 1 CO, auf C,,H,,0, . . . 9,52%, 
ee 

Die Digitosiure spaltet also bei der thermischen Zer- 
setzung 1 Mol. CO, ab, sie liefert hierbei ein nicht krystalli- 
sierendes neutrales Produkt; vermutlich stehen also die Carboxy]- 
gruppen in 1,6 Stellung. 

Oxydigitogensiure’) C,,H,.0,. 

Die Oxydigitogensiure entsteht bei vorsichtiger Oxydation 
der Digitogensiure mit Kaliumpermanganat; sie ist eine drei- 
basische Siure, der Kiliani die Formel C,,H,,O, zuschreibt. 
Zunachst haben wir festgestellt, daB die Oxydigitogensiure ge- 
nau in derselben Weise und mit der gleichen Ausbeute aus 
Digitogensiiure, Digitosiure und f-Digitogensiure entsteht und 
daB hierbei, wie erneute Messungen ergeben haben, genau 
2 Atome Sauerstoff auf 1 Mol. Siure C,,H,,0, verbraucht 
werden. Dies ist ein weiterer Beweis dafiir, daB Digitogen- 
saure, Digitosiure und #-Digitogensaiure isomer sind. 

Die Oxydigitogensaure nimmt selbst im Hochvakuum bei 


1) Chem. Ber. Bd. 24, S. 344 (1891) und Bd. 32, S. 2205 (1899). 
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100° nur langsam konstantes Gewicht an; ein zwei Tage im 
Hochvakuum bei 100° behandeltes Praparat lieferte folgende 
Zahlen: 

3,822 mg Subst.: 8,885 mg CO,, 2,66 mg H,O. 

C,,H,,0, Ber. 63,16°/, C 7,699), H 
Gef. 63,40 7,79 

Kiliani hat im Durchschnitt gefunden 64,28 C und 8,03 H. 
Diese zu hohen Werte erkliren sich dadurch, daf seine Oxy- 
digitogensiure einen nicht unbetrachtlichen Anteil Gitogensiiure 
C,,H,,0, enthielt. 

Auch aus der Oxydigitogensiure haben wir den Ester 
bereitet, und zwar durch energisches Schiitteln der in Ather 
fast unléslichen Oxydigitogensiure mit Diazomethanlésung. 
Hierbei geht die Siure rasch in Lésung. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers wurde der Riickstand aus verd. Methy!- 
alkohol umkrystallisiert und so in schénen Krystallen vom 
Schmp. 153° erhalten. Auch aus Ather-Petroliither krystalli. 
siert er ausgezeichnet. 

Die drei Ester aus den drei Oxydigitogensiiuren aus 1. 
Digitogensiiure, 2. aus Digitosiiure und 3. aus /-Digitogensiiure 
waren vollkommen identisch. 


Analyse. 
0,1214 g Subst.: 0,2902 g CO,, 0,0916 ¢ H,O. 
C.H,,0, Ber. 64,93°/,C —-8,21°/, H 
Gef. 65,19 8,44 
Methoxylbestimmung: 0,1466 g Subst. 0,1959 g AgJ, 
0,13882¢ ,, 0,1760¢ 
C.3H,,0, Ber. fir 30CH, . . 17,35 
Gef. . . . . 17,64, 17,42 


Verseifung: 1 g Oxydigitogensiuredimethylester ver- 
brauchte 54,9 ccm n/10-Kalilauge. 

Fiir 1g C,,H,,0,(0CH,) berechnen sich 55,9 ccm n 10- 
Lauge. 

Bei der Verseifung des Esters wurde Oxydigitogensiure 
zuriickgebildet, sie wurde durch die erneute Darstellung des 
Esters identifiziert. 

Mit Methylmagnesiumjodid entwickelt der Ester im Apparat 
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von Zerewitinoff kein Methan, er enthalt also keine Hydr- 
oxylgruppe. 


Thermische Zersetzung der Oxydigitogensiure. 
0,1310 g Substanz spalteten beim Erhitzen im Wasserstoffstrom auf 
260° 0,0252 « CO, ab. 
Ber. fiir 2CO, aus C.,H,,0, i7,80°,, 
Gef. 19,24 
Die Oxydigitogensiure spaltet also beim Erhitzen 2 Mol. 
Kohlendioxyd ab. Diese auffallende Tatsache veranlaBte uns, 
zu priifen, ob die Siure wohl schon unter milderen Bedingungen 
1 Mol. Kohlendioxyd abspalten wiirde. Tatsiichlich stellte es 
sich heraus, daB die Oxydigitogensiiure schon beim Kochen 
mit Kisessig unter Zusatz von ein wenig Mineralsiure 1 Mol. 
Kohlendioxyd verliert. Etwa 0,2 g Oxydigitogensiiture wurden 
mit 10 ccm Hisessig und 2 ccm konz. Salzsiiure 1 Stunde unter 
Durchleiten von Wasserstoti gekocht. 


0,1758 g Oxydigitogensiiure gaben 0,0140 g CO,,. 


0,1936 g ‘ »  0,0170 g CO,. 
Ber. fiir 1 CO, auf C,,H,,0, 8,90°/, 
Gef. 7,96 und 8,78°/, 


Die Oxydigitogensiure spaltet also schon beim Kochen 
mit Kisessig und etwas Mineralsiure 1 Mol. CO, ab, sie ver- 
hilt sich also wie eine #-Ketosiure oder eine substituierte 
Malonsiure. Gegen kochende 10°/, ige Kalilauge ist sie da- 
gegen bestiindig. 

Digitsiure C,,H,.0,,. 

Digitsiure entsteht nach Kiliani, wenn man Digitogen- 
siure, Digitosiiure oder Oxydigitogensiure mit stark alkalischer 
Kaliumpermanganatlésung oxydiert. +) 

Kiliani erteilt der Digitsiure die Formel C,,H,,0,,; 
doch stimmt auch die Formel C,,H,.0,, leidlich mit seinen 
Analysenergebnissen iiberein. 

Auch hier wurde zur Entscheidung der Frage der Methyl- 
ester herangezogen, der mittels Diazomethan bereitet wurde, 
er schmilzt bei 137—138°. 


!) Chem. Ber. Bd. 24, S. 345 (1891); Bd. 37, S. 1216 (1904); Bd. 43, 
S. 3565 (1910). 7 
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0,1168 g Substanz gaben 0,1488 g AgJ. 
3,966 mg Substanz gaben 9,215 mg CO, und 290 mg H,0. 


Cap Oro Ber. 63,04°/, C —-7,979/, H —-16,86°/, OCH. 
Gef. 63,37 8,18 16,85 

Dieser Ester ist vor allen andern bisher untersuchten 
Kstern dadurch ausgezeichnet, daf er mit Methylmagnesiumjodid 
1 Mol. Methan entwickelt, also eine Hydroxylgruppe enthiit. 

0,2604 g Ester lieferten 11,7 cem CH, bei 0° und 760 mm. 

C.,H.,0,. Ber. fir 1 OH 3,1°/, 

Gef. 3,4 

Die Digitsiure C,,H,,0,, unterscheidet sich also von der 
Oxydigitogensiure durch den Mehrgehalt eines Atoms Sauer- 
stofi, der als Hydroxylgruppe vorliegt: 

C,.H;,0, +O0= C.6H5,916 ° 

Die von Kiliani dargestellten Salze haben eine sehr 
komplexe Zusammensetzung und sind zur Ermittlung der 
Formel ganz ungeeignet. So muB das Kaliumsalz folgende 
Zusammensetzung besitzen: [K,C,,H3.0,9|(CogH3.9,0)2 « 

Anhydrodigitsiure'): Mit der sogenannten Anhydro- 
digitsiure haben wir uns noch nicht eingehend beschiftigt. 

Wir haben nur festgestellt, daB die Digitsiure schon bei 0° 
mit Kisessig und Salzsiiure 1 Mol. Kohlendioxyd und 1 Mol. 
Wasser abspaltet, und daB die entstehende ,,Anhydrodigitsiure“ 
vermutlich die Formel C,,H,,0, besitzt. 

Bei der Untersuchung der Anhydrodigitsiiure ist es uns 
besonders aufgefallen, wie hartnackig die Umwandlungsprodukte 
des Gitogenins den Digitogeninderivaten anhaften. Aus Kiliani- 
scher Digitsiure wurde Anhydrodigitsiiure bereitet und frak- 
tioniert. Die sogenannte Anhydrodigitsiure I wurde in ihren 
Methylester verwandelt und dieser bis zu konstantem Schmelz- 
punkt umkrystallisiert. Er erwies sich durch Analyse, Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt als Gitogensiuredimethyl- 
ester. Ebenso ist das von Schweissinger’) beschriebene 


1) Arch. d. Pharm. Bd. 232, S. 340 (1894); Chem. Ber. Bd. 43, 
S. 3569 (1910). 

2) Uber Digitogensiiure und ihre Abbauprodukte, In.-Diss., 8. 33, 
Freiburg i. B. (1903). 
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Oxydationsprodukt von Anhydrodigitsiure I nichts anderes als 
mitgeschleppte Gitogensiure. 

Aus dem mitgeteilten experimentellen Material ergeben 
sich die folgenden SchluBfolgerungen fiir die Konstitution der 
untersuchten Stoffe. 

Das Digitogenin C,,H,,O, ist ein dreiwertiger gesittigter 
Alkohol, dessen zwei iibrige Sauerstotiatome oxydartig gebunden 
sind. Aus der Zahl der Wasserstoffatome ergibt sich dann, 
da8 Digitogenin vier hydrierte Ringe enthalt, wie Cholesterin. 

Bei der Oxydation des Digitogenins entsteht eine zwei- 
basische Ketosaure, die Digitogensaiure C,,H,.0.. 

Wabhrscheinlich verliuft die Reaktion in der Weise, da’ 
|. eine sekundire Alkoholgruppe zur Ketogruppe oxydiert 
wird und 2. zwei in einem Ringe in q@-Stellung befindliche 
sekundire Alkoholgruppen unter Aufsprengung des Ringes in 
2 Carboxylgruppen iibergehen. 








Cy3H550. C.3H,,0. 
wt | | ~ Ne | | 
CHOH CHOH—CHOH CO COOH COOH 
Digitogenin Digitogensiure 


In ganz entsprechender Weise wird der zweiwertige Alkohol 
Gitogenin ©,,H,,O, zur zweibasischen ketofreien Gitogensiiure 
a Tr > . 

C,,H,,O, oxydiert: 








C,,H,,0. C,,H,,0, 
| q > | > 
CHOH—CHOH COOH COOH 
Gitogenin Gitogensiure 


Der Ubergang der Digitogensiiure in die dreibasische 
Oxydigitogensiure C,,H,,0, geht augenscheinlich so vor 
sich, daB eine ringférmig gebundene Gruppe —CO—CH zu 
Carboxyl und Carbonyl oxydiert wird und hierbei ein zweiter 
Ring aufgespalten wird; es folgt hieraus, daB auch die dritte 
Hydroxylgruppe des Digitogenins ringférmig gebunden ist: 








C,.H;;0. C,.H;;0, 
>. ——r - oe OS: 
OC-——CH COOH COOH COOH CO COOH COOH 
Digitogensiure Oxydigitogensiiure 


Die Tatsache, daB die beiden isomeren Siuren Digitogen- 
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siure und Digitosiure bei der Oxydation genau dieselbe Oxy. 
digitogensiure liefern, zwingt zu der Annahme, daB sich Di- 
gitogensiure und Digitosiure nur durch die riumliche Lage 
des Wasserstofiatoms im Radikal Na unterscheiden. Der 


Ubergang der Digitogensiiure in Digitosiiure liBt sich also 
folgendermaBen wiedergeben: 








C..H5,0. C,.H,;0, 
fh. Sg ee | ee | \/ . | 
OC——CH COOH COOH OC——HC COOH COOH 
Digitogensiure Digitosiiure 


Die Oxydigitogensiure spaltet im Gegensatz zu Digitosiiure 
ziemlich leicht Kohlendioxyd ab und verhilt sich also wie eine 
6-Ketosiure oder eine Malonsiure. Hierdurch wird bewiesen, 
daB die in der Oxydigitogensiure neu gebildete Keto- oder Carb- 
oxylgruppe in #-Stellung zu einer der vorhandenen Carboxy]- 
gruppen steht und weiter, daB die drei Hydroxylgruppen des 
Digitogenins in zwei aneinandergelagerten Ringen stehen. 

Unter der Annahme, daf die Oxydigitogensiure eine sub- 
stituierte Malonsiiure sei, wiirde sich der Abbau des Digito- 
genins etwa folgendermaBen darstellen lassen: 


CHOH CHOH CO COOH 
Yi ti ll 
—HC CH CHOH —HC CH COOH 
| | | | | | 
H,C CH CH, H.C CH CH, 
CH, GH, CH, UH, 
Digitogenin Digitogensdure 


HOOC COOH 


oe al 
a GH COOH 
| | 
a0. Om On, 
CH, OH, 


Oxydigitogensiure 


Nach dieser Formulierung wire die Digitogensiure eine 
§-Ketosiure, wofiir kein Anhaltspunkt vorliegt. 

Wahrscheinlicher ist also die zweite Méglichkeit, daB die 
Oxydigitogensaiure eine #-Ketosiure ist. In diesem Fall kénnten 
die geschilderten Reaktionen folgendermafen formuliert werden: 
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CH 
| | 
CHOH CH CO CH 
a 
H.C SH  CHOH H.C GH COOH 
| | | | | | 
H.C CH CHOH H,C CH COOH | 
Tat Mall a i , ie 
SH, GH, GH, GH, 4 
Digitogenin Digitogensaure * | 
CH a 
| a 
COOH CH 4 
a af 
HC Go OOH Lf 
| Ee 
H,C CH COOH a 
Pe it 
CH, CH, a 
Oxydigitogensiiure j 
Bei der weiteren Oxydation der Oxydigitogensiure mit 
Kaliumpermanganat wird eine tertiare Hydroxylgruppe gebildet; 
die entstehende Digitsiure C,,H,.0,,, eine Oxy-keto-tricar- 
bonsiure, spaltet sehr leicht Wasser ab und verliert dann be- 
reits bei O° 1 Molekiil Kohlendioxyd. Die neu gebildete 
Saure heiBt Anhydrodigitsiure und ist eine ungesittigte 
Monoketodicarbonsiure. Vielleicht kénnen diese Umsetzungen 
durch die folgenden Formeln veranschaulicht werden: 
CH C 
| | q 
COOH COH COOH C ' 
HC GO COOH ——> 4H 60 OooH ‘ 
| | | | 
H.C CH COOH H.C CH COOH : 
GH, OH, GH, GH, i, 
Digitsiure Nichtisoliertes Zwischenprodukt af 
C if 
I HY 
COOH CH (a 
——»~ HC CO ie 
| | - 
H.C CH COOH a 
aa Sal t 


Anhydrodigitsiiure 











Beitrage zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
XI. Mitteilung. 


Uber die Aufarbeitung von Rindergallensteinen, 
die Gewinnung und Reinigung des Bilirubins. 


Von 
William Kiister. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium f. organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart nach Versuchen der Herren Dipl.-Ing. Dr. H, Gmelin und Apotheker 
Dr. W. Herrmann und E. Raunecker +.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1922.) 


Seit meiner letzten Verdffentlichung iiber die Gallenfarb- 
stoffe') sind einige weitere Erfahrungen iiber die zweckmiibige 
Aufarbeitung des Gallensteinpulvers’), sowie iiber daraus zu 
gewinnende Stoffe, namentlich iiber das Bilirubin und seine 
Modifikationen, endlich iiber das Bilirubinammonium gesammelt 
worden. 

I. Die erste, bei Anwendung von 150 g Gallensteinpulver 
in etwa drei Tagen beendete Atherextraktion liefert einen 
Extrakt, der sich durch Behandeln mit wenig Ather bei Zimmer- 
temperatur in eine schwer und eine leicht lésliche Fraktion 
trennen liBt. Die letztere ist stark gefairbt und besteht aus 
Fetten und Estern des Cholesterins, der schwer lésliche ‘Teil 
ist fast farblos und besteht aus einer Choleinsiure.*) 

II. Die mit siedendem Wasser hergestellten Ausziige ent- 
halten Salze wasserunléslicher Siuren. Nach Ausfallung der- 





1) Diese Zs. Bd. 99, 8. 86 (1917). 

*) Vgl. Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden. Abteil. I, Teil 8, 
Heft 2. 

8) Vgl. H. Fischer, Diese Zs. Bd. 76, S. 95 (1911). 
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selben durch verd. Schwefelsiure ist ein Teil in Ather lés- 
lich. Auch hier laft sich das Vorhandensein einer Gallen- 
siure nachweisen. 

III. An 10°/,ige Essigsiure werden immer die gréBten 
Substanzmengen aus dem Gallensteinpulver abgegeben, auch 
hier trifft man manchmal eine itherlésliche Siure an. Die 
Versuche, Operation JI und III statt wie bisher auf einer 
Nutsche durch Extraktion vorzunehmen, scheiterten daran, 
daf die gliserne Apparatur der Einwirkung des Wasserdampfs 
auf die Dauer nicht standhielt. 

IV. Die zweite Extraktion mit Ather liefert neben einer 
in Ather schwer léslichen Choleinsiure, die beim Umkrystalli- 
sieren aus Hisessig Desoxycholsiure gibt}, ein in Ather sehr 
leicht lésliches Gemenge, aus dem Stearinsiure isoliert werden 
konnte. Dazu lést man in Schwefelkohlenstoff und fallt durch 
Petrolither harzige Stoffe. Mit dem Riickstand des Filtrats 
wird das Lésen in Schwefelkohlenstoff und Fallen mit Petrol- 
ither wiederholt. Der jetzt verbleibende Riickstand des Fil- 
trats wird aus siedendem Weingeist umkrystallisiert. Schmp. 64 
bis 65°. 

I, 0,1352 g Substanz (i. V.): gaben 0,1637 g H,O und 0,3771 g CO,. 

Ein andermal wurde der in Ather leicht lésliche Teil 
verseift und aus den Seifen ein Stoffgemenge gefillt, das an 
hochsiedenden Petrolither ebenfalls Stearinsiure abgab. 

Il. 0,1264 g Substanz (i. V.) gaben 0,3525 g CO, und 0,1444 ¢ H,O. 


C,,H;,0, Ber. 75,99°/) C 12,76 °/, H 
I. Gef. 76,09 13,55 
IL. 76,08 12,75 


Leider ist es bis jetzt nicht méglich gewesen, aus dem in 
Petrolather unléslichen Gemenge eine scharf charakterisierbare 
Substanz zu erhalten. So viel aber ist sicher, daB auch an 
dieser Stelle Derivate des Bilirubins auftreten, denn beim An- 
siuern der Seifenlésung machte sich der eigenartige, an Safran 
erimnernde Geruch geltend, der nach der Behandlung von Bili- 
rubin mit Alkalien schon oft beobachtet wurde (vgl. die fol- 
gende Mitteilung, 8S. 87). 





1) Diese Zs. Bd, 69, S. 463 (1910). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 6 
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V. Das durch siedenden Alkohol aus den Gallensteinen 
extrahierbare Gemenge in definierbare Stoffe aufzuteilen, ist 
noch nicht gelungen. Da8 auch hier Bilirubinderivate vor- 
liegen, ist erwiesen. Es wire aber natiirlich von gréBtem 
Wert, festzustellen, ob Zwischenprodukte zu fassen sind, die 
auf dem Wege von der prosthetischen Gruppe des Blutfarb- 
stoffs zum Bilirubin liegen oder wenigstens solche, die zwischen 
Bilirubin und seinen weiteren Umwandlungsprodukten bis zum 
Bilihumin sich einreihen lassen. Derartige Stoffe sind sicher 
vorhanden, lieBen sich aber von den Fetten und Kstern des 
Cholesterins mit Fettsiuren und wahrscheinlich auch mit 
Gallensiiuren bisher nicht trennen. 


VI. Was das durch Extraktion mit Chloroform erhaltene 
Bilirubin betrifit, so wurden zunichst die friiher gemachten 
Befunde bestitigt, dahingehend, da8 bei der ersten erschépfen- 
den Extraktion ein orangegefarbtes Rohbilirubin erhalten wird, 
das chlor- und schwefelhaltig ist, wahrend nach Wiederholung 
der Behandlung des restierenden Gallensteinpulver mit 10°/,iger 
Essigsiure, Ather und Alkohol ein rotbraunes Bilirubin heraus- 
genommen wird.') 


A. a) Orange Robbilirubin. Lésl.: 1: 612,2 Chloroform. 


Ks enthialt: 
0,177 %/ S und 0,165 °/, Cl (0,2399 g Substanz (i. V.): 0,0031 g BaS0,). 
(0,1198 g ‘ »  0,0008 g AgCl). 
b) Rotbraunes Rohbilirubin. Lésl.: 1 :329,4 Chloroform 
Ks enthilt: 


0,18°/, S und 0,172° 9 Cl (0,2295 g Substanz (i. V.): 0,0030 g BaSO,). 
(0,1148 g a “ 0,0008 g AgCl). 


Das orange Rohbilirubin wurde dann in Bilirubinammo- 
nium tibergefiihrt und die friiher gemachten Beobachtungen in 
bezug auf Léslichkeit in Methylalkohol-Ammoniak, sowie au! 
Ausbeuten bestitigt. Das Bilirubinammonium A zeigte die 
richtige Zusammensetzung: 





1) Diese Zs. Bd. 91, S. 72 (1914). 
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0,1032 g Substanz (i. V.) gaben 0,2494 g CO, und 0,0623 H,O 


0,0893 g = - 8,8 com N, 15° und 729 B 

0,0964 g a », ... eo ee 
0,1120 g - - 0,2682 cem CO, und 0,0657 H,U 
C,,H;,U;N,-NH;. Ber. 65,899, C 6,5°/, H 11,65°/, N 

Gef. 65,93 6,75 11,01 

65,33 6,56 11,75 


Bei der Regeneration von Bilirubin aus diesem Bilirubin- 
ammonium durch Extraktion mittels Chloroform gingen in den 
ersten 5 Tagen nur Spuren des Farbstoffs in das Lisungs- 
mittel') gréBere Mengen begannen sich erst am 6. Tage zu 
lésen, als die Entwicklung von Ammoniak aufgehért hatte. 
Jetzt wurde die Extraktion unterbrochen. Das nicht in Lésung 
gegangene Bilirubin ist von oranger Farbe, es enthilt: 

0,058°/, S und 0,63°/, Cl 
(0,0821 g Substanz gaben 0,0035 g BaSO, und 0,002 g AgCl). 

Durch die Reinigung iiber das Bilirubinammonium ist also 
der Schwefelgehalt auf '/, der urspriinglich vorhandenen 
Menge zuriickgegangen, dafiir ist der Chlorgehalt auf das Vier- 
fache gestiegen. Um dies zu vermeiden, mu8 das Chloroform 
bei der Wiedergewinnung des Bilirubins ausgeschaltet werden. 
Nun verliert das durch Ather gefallte Bilirubinammonium 
das Ammoniak bereits beim Abdestillieren des Athers, und es 
bildet sich schén krystallisiertes Bilirubin. Doch wird die Ab- 
spaltung nicht immer vollstaindig, und hauptsachlich ist das 
Verfahren nur anwendbar, wenn es sich um bereits einmal 
gereinigtes Bilirubin handelt, da die schwefelhaltigen Verun- 
reinigungen z. B, gerade bei der Extraktion mit Chloroform in 
der Hiilse zuriickblieben. Eine erste Aufarbeitung in dieser 
Weise ist also nicht zu umgehen, und das einmal gereinigte 
Bilirubin, das nur noch sehr geringe Mengen von Schwefel 
enthalt, mu8 zur Entfernung des aufgenommenen Chlors von 
neuem in Bilirubinammonium iiberfiihrt werden. Hieraus ]iBt 
sich dann reines Bilirubin nach zwei Verfahren gewinnen: 

#) Man lést das Bilirubinammonium in etwa 10 bis 
15 Teilen schwach erwirmten Pyridins auf und erhilt eine 





') Diese Zs. Bd. 99, S. 117 (1917). Hier handelte es sich um das 


Bilirubinammonium B. A. 
6 . 3 
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klare Loésung, die beim Stehen zum Teil hellrotes Bili- 
rubin fallen abt. Vollstandig wird die Ausscheidung dann 
durch Zusatz von Ather, etwa 300 Teile auf 1 Teil Bilirubin. 
Der Niederschlag laBt sich filtrieren und durch Waschen mit 
warmem Wasser vom Pyridin befreien. Das so gewonnene 
Bilirubin ist, nach der Analyse zu urteilen, rein: 

0,0921 g Substanz (i. V.) gaben 0,2282 g CO, u. 0,0529 g H,0 = 67,609), C 

und 6,42°/, H. 

0,0985 g Substanz (i V.) gaben 8,65 ecm N bei 16,5° u. 738 B = 9,86°/, N. 

Ks zeichnet sich durch Schwerléslichkeit in Chloroform aus. 

64,6 g Lésung enthielten 0,0445 g Farbstoff. Losl.: 1: 1451. 

8) 2,5 g Bilirubinammonium A. A. werden mit 15 ccm 
siedendem Methylalkohol iibergossen, dabei scheiden sich sofort 
2 g orange Bilirubin aus. Es wird abgesaugt und mit 15 ccm 
Methylalkohol ausgewaschen. Nach sechsstiindigem Erhitzen 
des Filtrats am RiickfluBkibler entwickelt sich kein Ammo- 
niak mehr und der Rest des Bilirubins scheidet sich ab bis 
auf 0,1 g, die beim Abdestillieren des Methylalkohols dunkler 
gefirbt zuriickbleiben. Das abfiltrierte Bilirubin wird mit 
kaltem Methylalkohol und Ather gewaschen, im Vakuum und 
bei 60° getrocknet. Ausbeute: 2,3 g. 

0,1011 g Substanz gaben 0,2507 g CO, und 0,0608 ¢ H,O = 67,65°/, C 
und 6,73°/, H. 
0,1081 g Substanz gaben 8,8 ccm N bei 7° und 751 B = 9,71°/, N. 

Es wurde dann auch, und zwar mit einigem Erfolg, ver- 
sucht, Bilirubin direkt aus dem Gallensteinpulver nach der 
Vorbehandlung bis zur Einwirkuug von Essigsiure und der 
zweiten Extraktion mit Ather herzustellen und auf diese Weise 
die Extraktion mit Chloroform zu umgehen, nachdem sich ge- 
zeigt hatte, da8 weder Choleprasin noch alkohollésliche Gallen- 
farbstoffe bei der Behandlung mit Methylalkohol und Ammo- 
niak gelést werden. 

20 g Gallensteinpulver werden mit 100 ccm Methylalkohol- 
Kahlbaum iibergossen und bis zum Sieden des Alkohols er- 
hitzt, worauf Ammoniakgas auf die Mischung geleitet wird. 
Nun wird eine Stunde auf der Maschine geschiittelt, erneut 
zum Sieden erhitzt und wieder Ammoniak aufgeleitet, dann 
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noch heib abgesaugt. Das Filtrat nebst zweimal 10 ccm mit 
Ammoniak gesiattigten Methylalkohols, die zum Nachspiilen 
verwendet wurden, wird sofort in einen Liter Ather gegossen. 
Das hierdurch gefallte Bilirubinammonium zeigte sich u.d. M. 
als aus feinsten Nadeln bestehend. Ohne zu filtrieren, wurde 
der Ather abdestilliert und hierdurch 2,5—2,9 g Bilirubin, 
also 12,5—14,5°/, gewonnen, wihrend die Ausbeute an Bili- 
rubin bei der Extraktion einer anderen Probe des gleichen 
Gallensteinpulvers mit Chloroform 10,6°/, betrug (39,5 g geben 
durch finftiigige Extraktion 4,2 g Bilirubin). Dies neue Ver- 
fahren bietet also Vorteile, namentlich dadurch, daB es neuer- 
dings gelungen ist, durch starke Abkiihlung des mit heiBem 
Methylalkohol und Ammoniak hergestellten Extrakts sofort 
krystallisiertes Bilirubinammonium zu gewinnen. Indessen hat 
diese Methode auch manchmal versagt, und, wenn kein ganz 
reiner Methylalkohol verwendet wird, ist sie nicht am Platze. 
Andererseits wurde bei diesen Versuchen festgestellt, daB die 
Gewinnung von krystallisiertem Bilirubinammonium vervoll- 
kommnet werden kann. Hat man z. B. rotbraunes Bilirubin 
zu reinigen, so bestitigt sich die bereits erwahnte Tatsache, 
daB nur ein recht kleiner Teil des Bilirubinammoniums in der 
Kaltemischung auskrystallisiert; so gaben je 10 g des Farb- 
stoffs z. B. nur 1,2 und 1,25 des Ammoniakderivats. Aus den 
vereinigten Mutterlaugen wurde darauf das Lésungsmittel im 
Wasserstoffstrom bis auf 50 ccm abdestilliert, bis sich reich- 
lich Bilirubin abgeschieden hatte. Jetzt wurde weiter zum 
Sieden erhitzt und mit Ammoniakgas gesittigt, wobei der 
Farbstoff wieder in Lésung geht. Beim Stehen in einer Kilte- 
mischung fand nun reichliche Krystallisation statt und es 
konnten 11 g hellrotbraunes Bilirubinammonium abgesaugt 
werden, die Mutterlaugen lieferten beim EingieBen in Ather 
dann noch 6 g Bilirubinammonium B. Das Filtrat gab nach 
dem Abdestillieren des Athers geringe Mengen schin krystalli- 
sierten, hellroten Bilirubins. Aus den eingesetzten 20 g Roh- 
bilirubin waren also etwa 19,5 g im krystallisierten Zustande 
als Ammoniumderivat wiedergewonnen worden. 

Was die Analyse des letzteren betrifft, so hat sich zur 
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Erlangung richtiger Werte die Nachbehandlung mit Ammoniak- 
gas stets als notwendig erwiesen, weil nur hierdurch der noch 
anhaftende Methylalkohl ohne Verinderung entfernt werden 
kann. 

0,6346 g Bilirubinammonium bei 15 mm getrocknet, wogen 
nach eintigigem Stehen in einer Ammoniakatmosphire und 
zweitigigem Stehen im Vakuum iiber Schwefelsiure 0,6325 ¢. 

Beim Liegen im Ammoniakgas wird jetzt etwa eine 
Molekel Ammoniak absorbiert. Das Gewicht betrug 0,6468 ¢. 
Diese und noch anhaftender Methylalkohol werden beim zwei- 
tigigen Stehen im Vakuum abgegeben. Gewicht 0,6298 ¢. 
Diese nehmen 0,0170 g NH, auf und geben sie an das Va- 
kuum wieder ab. 

C,3H,,0,N,-NH, 1 NH, Ber. 2,88°/, 

Gef. 2,7 

Wahrend, wie erwihnt, bei den meisten Autfarbeitungen 
von Rindergallensteinen friihere Beobachtungen Bestitigung 
fanden, ergab sich nur einmal ein abweichendes Resultat, inso- 
fern, als Herr Raunecker bei der Chloroformextraktion ein 
makrokrystallines Bilirubin erhielt. Es handelte sich um eine 
Portion frischer Gallensteine, deren Aufarbeitung zuniichst 
durchaus normal verlief und z.B. bei einer ersten Chloroform- 
extraktion fast 9°/, orange Rohbilirubin lieferte. Aus Mangel 
an Chloroform mufte die weitere Extraktion fiinf Wochen aus- 
gesetzt werden, wihrend welcher Zeit eine zweite Behandlung 
mit 10°/,iger Essigsaure, Ather und Alkohol durchgefiihrt 
wurde. Als nun wieder mit Chloroform extrahiert wurde, trat 
das groBkrystalline Bilirubin auf.1) Es wurden davon ca. 5 g 


') Um das Entstehen dieser noch nie beobachteten Modifikation 
aufzukléren, wurde einerseits das Chloroform genau untersucht — es 
erwies sich als sehr rein — andererseits analog behandelte Gallensteine 
absichtlich erst nach sechswéchentlicher Lagerung weiter aufgearbeitet. 
Hierbei wurde ein dunkelrotes Bilirubin erhalten, das ein filziges Aus- 
sehen hatte. Bei der Priifung u. d.M. stellte es sich heraus, daB die 
beschriebenen Formen der makrokrystallinen Form vorhanden waren, 
aber sie waren mit peitschenférmigen Nadeln durchsetzt, die dem Pri- 
parat das filzige Aussehen geben. 
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im ganzen erhalten. Es stellte kupferfarbene glinzende Blatt- 
chen vor, etwa vom Aussehen des Methylorange, u. d. M. 
zeigten sich Geschiebe von Prismen und oktaedrische Formen. 
Das Praiparat war sehr voluminés, sehr schwer ldéslich in 
Chloroform (1:2950) und hinterblieb nach Verdunsten dieses 
Lésungsmittels mikrokrystallin und gelb gefirbt. Es war 
chlorfrei, wihrend die mikrokrystallinen Teile, welche nach 
ihm extrahiert wurden, sich wieder als chlorhaltig erwiesen. 
Nach der Analyse zu urteilen, war das Praparat rein. 
0,1607 g Substanz gaben 0,3990 g CO, u. 0,0910 g H,O = 67,73°/, C 
und 6,34°/, H. 
4,005 mg Substanz gaben 0,341 ccm N bei 742 B u. 18°= 9,56°,, N. 
3,661 ,, i » 0,319 , N ,, 742B,, 18°=9,78 N. 
Kin Schmelzpunkt konnte nicht festgestellt werden, bei 
215° trat Briunung ein. Wihrend also sowohl dieses makro- 
krystalline Bilirubinpriparat und auch dunkler gefirbte An- 
teile desselben, die gesondert untersucht wurden’) sofort im 
reinen Zustande erhalten wurden, zeigten die im Verlauf der 
Extraktion nach ihm herausgenommenen mikrokrystallinen, 
orangefarbigen Bilirubine die von friiheren Untersuchungen 
her bekannten Abweichungen, namentlich im Kohlenstoffgehalt: 
0,2105 g Substanz gaben 0,5161 g CO, u. 0,1198 g H,O = 66,90"), C 
und 6,37°/, H. 
0,1580 g Substanz gaben 0,3885 ¢ CO, u. 0,0903 g H,O = 67,08°/, C 
und 6,40°/, H. 
5,005 mg Substanz gaben 0,420ccem N bei 744,5 B u. 19°= 9,40°/, N 
5,500 mg - »  9,3865cemN ,, 744,5B ,, 19°=9,08 N 
und sie enthielten Chlor: 
0,3010 g Substanz gaben 0,0020 g AgCl = 0,164°/, Cl. 


Das makrokrystalline Bilirubin verhielt sich nun auch bei 
der Uberfithrung im Bilirubinammonium etwas abweichend. 
1 g bedurfte zur Lésung nicht 10, sondern 30 ccm mit Ammo- 
niak gesittigten Methylalkohols und beim Abkiihlen stellte 





') Dieselben waren leichter in Chloroform léslich, i. M. 1: 1850 g. 

0,1850 g Substanz gaben 0,4570 g CO, u. 0,1052 g H,O = 67,39°/, C 
und 6,36°/, H. 

5,250 mg Substanz gaben 0,447 cem N bei 744,5B u. 17°= 9,62°/, N. 
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sich keine Ausscheidung ein. Nach dem Abdestillieren von 
5 ccm Methyalkohol im Wasserstofistrom schied sich Bili- 
rubin ab, das durch Einleiten von Ammoniak in die heife 
Suspension wieder in Liésung ging. Als jetzt gekiihlt wurde, 
krystallisierte, fast schwarzes, nadelférmiges Bilirubinammoium 
aus (0,1820 g). 

Nach weiterem Abdampfen des Filtrats bis auf 15 ccm, 
abermaligem Sattigen mit Ammoniak und Abkihlung trat eine 
braunrote Abscheidung im Gewicht von 0,1720g auf. Das 
Filtrat von dieser wurde in 50 ccm Ather eingetragen, wo- 
durch 0,3242 g eines voluminésen Bilirubinammoniums gefiillt 
wurden, das beim T'rocknen eine braune Farbe annahm. Als 
das Gewicht nach 14tagigem Trocknen im Vakuum konstant 
geworden war, war auch die Verfarbung weiter fortgeschritten 
als fiuBerliches Kennzeichen fir die eingetretene Oxydation. 
Sie wurde durch die Analyse (5,365 mg Substanz gaben 
0,50 com N bei 744 B und 23°= 10,59°/, N) und durch das 
Verhalten beim UbergieBen mit heiBem Methylalkohol bestiitigt, 
wobei viel dunkelgriiner Farbstoff gelést blieb, wihrend das 
ausfallende Bilirubin gelbbraun erschien, also stark ver- 
farbt war. 

Ks war nun immer noch auffallend wenig Bilirubinammo- 
nium erhalten worden, etwa */, des eingesetzten Bilirubins, 
wenn man die unvermeidlichen Verluste beriicksichtigt. In der 
Tat hinterblieben beim Abdestillieren des Athers 0,1469 ¢ 
eines gelbroten Bil.rubins, das prichtige rote Krystalle ent- 
hielt. Das ist ein gréBerer Prozentsatz, als bei der Verarbei- 
tung irgendeiner Bilirubinmodifikation bisher an dieser Stelle 
beobachtet worden ist. Und so darf die makrokrystalline 
Form auch in chemischer Hinsicht als eine besondere Modi- 
fikation des Bilirubins angesprochen werden, was aus den ge- 
schilderten Beobachtungen abgeleitet werden kann, wenn auch 
die Untersuchung der auskrystallisierten Priparate von Bili- 
rubinammonium trotz der abweichenden Farbe namentlich der 
ersten Fraktion Besonderheiten nicht erkennen lieB. 

Die analytische Untersuchung ergab die folgenden Re- 
sultate: 
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Fraktion I Fraktion I 
Abnahme i. V. bis zur Gewichts- 0,1670—0,1571 0,1720—0,1619 
konstanz in 6 Tagen == §,92°/, = §,87°/, 
1. Tagim mit Ammoniak gefiilltem 0,1571—0,1616 0,1619—0,1669 
Exsiceator. Zunahme = 2,86°/, = 3,08°/, 
Abnahmeim Vakuum nach 5 Tagen 0,1616—0,1571 0,1669—0,1617 
konstant = 2,86°/, =: 8.11°/, 
2. Behandlung mit Ammoniak 2,83°,, Zunahme 3,21°), 
Abnahme im Vakuum 2,82 3,18 
Analyse. 
5,230 mg Substanz gaben 0,53 cem N bei 744,5 B u. 22°= 11,19°/, N 
6,010 mg _s,, » 0,615ceemN ,, 744,5B ,, 24°=11,18 N 


Da somit beide Praparate sich annihernd gleich ver- 
hielten, wurden sie vereint mit kochendem Methylalkohol in 
Bilirubin itiberfiihrt, wobei ein gelbrotes, mikrokrystallines Bili- 
rubin erhalten wurde, dessen Lislichkeit in Chloroform = 
1:1013 bestimmt wurde. Es war also auf dem Wege iiber 
das Bilirubinammonium gewohnliches Bilirubin erhalten worden. 

SchlieBlich sei noch erwihnt, daB die in den Mutter- 
laugen vom bei der Extraktion des Gallensteinpulvers ausge- 
schiedenen Bilirubin verbliebenen, also sehr leicht in Chloro- 
form léslichen Anteile des Gallentarbstoffs durch Alkohol ge- 
fallt wurden. Es handelte sich um 5,5 g eines griinlich ver- 
farbten Bilirubins, das nun mit kaltem Pyridin ausgezogen 
wurde. Nach der Abdestillation des Pyridins im Vakuum 
hinterblieb ein rotes Bilirubin, am Rande des Glases zeigten 
sich aber lange gelbe Nadelchen, welche den Schmp. 298 bis 
301° aufwiesen. Danach ist es nicht unwahrscheinlich, dai 
hier Spuren von Mesobilirubin gefaBt worden sind.') Leider 
reichte ihre Menge nicht aus, um eine Oxydation vorzunehmen. 
Die auch durch Alkohol aus der Chloroformmutterlauge nicht 
gefillten Teile waren harziger Natur, bei ihrer Oxydation 
konnte nur Himatinsiure, nicht aber das Imid der Methyl- 
ithylmaleinséure nachgewiesen werden. Dagegen fand sich ein 
neutraler, wachsartiger Stoff vor, der offenbar dem Bilirubin 





1) Das Mesobilirubin schmilzt bei 315° (H. Fischer, Zs. f. Biologie 
Bd. 65, S. 168 (1914). 
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beigemengt war und aus den Gallensteinen stammte. Die 
Menge reichte zu einer Untersuchung nicht aus. 

Die Basizitit des Bilirubins festzustellen, ist schon einmal 
versucht worden’), die erhaltenen Resultate erschienen aber 
unsicher, weil mit der Méglichkeit zu rechnen war, daB sich 
ein Teil des Bilirubins in kolloider Lésung befunden hatte. 
Die Versuche wurden daher unter Verwendung von Membran- 
filtern wiederholt, wie sie von de Haen geliefert werden, und 
es gelang Herrn Raunecker, eine Anzahl von Bestimmungen 
durchzufiihren, nachdem mancherlei Schwierigkeiten  iiber- 
wunden worden waren, abgesehen von der Leichtzerbrechlich- 
keit der benutzten Apparatur aus glasiertem Porzellan. Da 
sehr grofe Fliissigkeitsmengen zu filtrieren waren, dauerte jede 
einzelne Operation ungemein lange, wahrend welcher Zeit 
dauernde Kontrolle geboten war. Auch mute unter EKiskiih- 
lung gearbeitet werden, da die Filtrate zur Herstellung von 
Biliverdin dienen sollten, und nicht immer gelang es nach be- 
endigter Filtration die angesammelten Bilirubinreste quanti- 
tativ vom Filter zu entfernen, da sich der Farbstoff in das 
Filter hineingezogen hatte und dann nur durch Extraktion 
mit Chloroform zuriickgewonnen werden konnte. Oft traten 
Verluste durch plétzliches Abspringen der getrockneten Nieder- 
schlage vom Filter auf; dies kam beim vorsichtigen Beriihren 
vor und geschah hiufig mit groBer Gewalt. Am besten ver- 
lief die ganze Arbeit mit dem makrokrystallinen Bilirubin, 
die Filtration verlief rascher und glatt, das Abheben des riick- 
stindigen Farbstoffs vom Membranfilter lieB sich leicht be- 
werkstelligen. Die Versuche wurden in der Weise vorgenom- 
men, daB eine genau abgewogene Menge Bilirubin, meist etwa 
1,1 g, mit der fiir 1 g Bilirubin berechneten Menge n/10- 
Natronlauge und so viel ausgekochtem Wasser iibergossen 
wurde, daB eine 0,2°/,ige Lésung entstehen konnte. Dann 
wurde noch Wasserstoff durchgeleitet, um die Oxydation még- 
lichst auszuschlieBen, und zwei Tage unter Stehen im LEis- 
schrank digeriert. Nach dem Absitzen des iiberschiissigen 





1) Diese Zs. Bad. 59, 8. 63 (1909). 
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Bilirubins wurde die iiberstehende Fliissigkeit filtriert, schlieB- 
lich der Bodensatz auf das Filter gebracht und ausgewaschen. 
Die nachstehende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber 6 in ihrem 
Verlauf befriedigende Versuche: 
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‘ rs a 
= = > & = | 5 a 
\bgewogenes| 2 2 Ve asa il sa 
mas. inh Z a Filter eS |X EEI SOE 
Bilirubin a m Sx Ss pal] esos 
ho s = =0 
Se ©. ee aca ei 
1,1560 | 34,22] 500 | Kolloid F |8 Sta] 00620 | 0,994 


1,1265 | 34,22] 500 | gehirtetesF}/2 ,,| 0,0110 | 1,0155 























1,100 34.22] 500 | Kolloid F |8  ,, | 0,105 0,995 
1,1755 34,22 | 500 ‘ 6  ,, | 0,1595 | 1,016 
0,8600 20,50 | 300 a 41), . | 0,2610 | 0,9999 
0,4100 13,70 | 200 ; 31, ,, | 0,0050 | 1,012 

6,0324 


Danach war also an Stelle der fiir einen zweibasischen 
Stoff C,,H,,O,N, (Mol.-Gew. 584,50) auf 34,22 com n/10-NaOH 
verlangten Menge, 1 g, im Durchschnitt 1,0054 g in Lésung 
gegangen. Das Bilirubin verhialt sich also nach diesen Ver- 
suchen gegen Natronlauge als zweibasische Siéure. Die mit 
Erdalkalisalzen hergestellten Bilirubinsalze entsprachen ja auch 
in ihrer Zusammensetzung diesem Verhiltnis. Ein von Herrn 
Gmelin dargestelltes Lithiumsalz zeigte dagegen einen Metall- 
gehalt, der nur *|, der Menge entsprach, die sich fir ein neu- 
trales Salz berechnet. 

0,5 g Bilirubinammonium A A wurden in 100 ccm Wasser 
unter Zugabe einiger Tropfen sehr verdiinnter Ammoniak- 
lésung gelést und dazu etwas mehr als die berechnete Menge 
Lithiumacetat gegeben. Die beim Erwirmen auftretende 
Fallung wurde abfiltriert und mit heiBem Wasser Li-frei ge- 
waschen. 0,2139 g im Platintiegel mit konz. Schwefelsiure 
vorsichtig abgeraucht, gaben 0,0293 g Li,SQ,. 


C33H,,0,N,Li + Cy3H,0,N elie 
Ber. 1,74°/, Li 
Gef. 1,73 
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Uber das Choleprasin. 


K. Reihling?) hatte im Gegensatz zu friiheren Befunden 
die Beobachtnng gemacht, daB sich bei der Oxydation des 
Choleprasins Hiimatinsiure bildet. Es war nun zu _priifen, 
ob dieser Befund durch die abweichende Methode zur Dar- 
stellung des Choleprasins bedingt war, hatte doch Reihling 
diesen Stoff durch eine Extraktion mit Eisessig am Riickflub- 
kiihler erhalten (I), wahrend es sonst durch UbergieBen des 
vorbehandelten Gallensteinpulvers mit kochender Hssigsiiure 
herausgenommen worden war (II). Zur Entscheidung der Frage 
benutzte Herr Gmelin 147g bis zur Gewinnung des Chole- 
prasins aufgearbeitete Gallensteine. 


I. 60 g wurden am RiickfluBkiihler extrahiert, die EKx- 
traktion war nach 8 Tagen beendet. Der Hisessig wurde im 
Vakuum zum gréBten Teil abdestilliert, der noch fliissige Riick- 
stand in viel Wasser eingetragen, dem ein wenig Schwefel- 
siure zugefiigt war, der hierbei entstandene Niederschlag mit 
heiBem Wasser SO,"-frei gewaschen. Die Filtrate enthielten 
keine Aminosduren. 

Il. 87g wurden mit 96°/iger Hssigsiure, und zwar 
25 Mal mit je 250 ccm ausgezogen. Die Filtrate wie bei | 
behandelt. 

Ausbeute: I. 13,7 g = 28,8°/,, 
II. 62g = 7,13 


Die beiden Rohcholeprasine wurden mit Chloroform er- 
schépfend extrahiert. 
Bei I.: Dauer 2 Tage, Ausbeute 0,3 g= 2,2 °/), 
pak? ay » 103g = 166 ,, 
Der Riickstand des Chloroforms wurde mit 96°/,iger 
Essigsiure behandelt, wonach Bilirubin hinterblieb, aus der 
Essigsiure wurde Choleprasin wiedergewonnen. 


Ausbeute bei I.: Bilirubin 0,04 g = 0,29°/,, Choleprasin 0,25 g, 
4» IL: ” 05 g=8,1 ,, ” 0,35 g. 


1!) Diese Zs. Bd. 94, S. 163 (1915). 
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Die nach der Chloroformextraktion verbliebenen Roh- 

choleprasine wurden mit Alkohol erschépfend extrahiert. 
Ausbeute bei I.: alkoholléslicher Stoff 4,05 g = 29,6°,, 
a | 2 » 9,8 g = 12,9 ,, 

Damit ist ein Anhaltspunkt dafiir gewonnen, daB das mit 
dem Choleprasin verbundene Bilirubin’) durch die Behandlung 
mit Kisessig am RiickfluBkiihler veriindert und in alkohollésliche 
Stoffe iibergefiihrt wird, wihrend es durch die mildere Behand- 
lung mit 96°/,iger Essigsiure in weit geringerem Mabe an- 
gegriffen wird. Der Befund von Reihling klart sich also 
dahin auf, daB seinem Choleprasinpraiparat Bilirubinderivate 
anhingen, welche bei der Oxydation Haimatinséiure gaben. 
Das Choleprasin ist also lediglich ein Abkémmling des Globins. 

Wie nach der Extraktion mit Eisessig bzw. Essigsiure 
verbleibende Menge des Gallensteinpulvers betrug bei I. 37,5, 
bei Il. 77 g, nachdem noch mit verdiinnter Essigsiure Ca™ 
und Mg” frei ausgewaschen worden war. Die jetzt vorgenom- 
mene Extraktion durch Chloroform lieferte bei IJ. entsprechend 
friiher erhaltenen Resultaten schénstes rotbraunes Bilirubin in 
reichlicher Menge, bei J. nur wenig und dazu stark verfarbtes 
Bilirubin. Bei der Aufarbeitung der Gallensteine mu8 also 
die Kinwirkung des siedenden Eisessigs vermieden werden. 





1) Diese Zs. Bd. 91, S. 62 (1914). 
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Beitrage zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
XU. Mitteilung. 
Uber die Einwirkung von Diazomethan auf Bilirubin und Bili- 
verdin, die Oxydation des Bilirubins in alkalischer Losung und 
die Einwirkung von Bromwasserstoff-Eisessig auf Bilirubin. 


Von 
William Kiister. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Techn. 
Hochschule Stuttgart, nach Versuchen der Herren Apotheker Dr.W. Herrmann uni 
E. Raunecker Ff.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1922.) 


Bei der EKinwirkung von Diazomethan auf Bilirubin!) hatte 
sich neben einer Dimethylierung die Anlagerung von Diazo- 
methan ergeben. Es fragte sich, ob es nicht zu erméglichen 
war, beide Vorgiinge zu trennen, d.h. nur die Dimethylierung 
zu erreichen, war doch beobachtet worden, da8B wihrend der 
EKinwirkung des Diazomethans ein Teil des Bilirubins in Lésung 
ging und daf beim kurzen Stehen aus der itherischen Lésung 
wieder ein Teil ausfiel. Es wurde nun folgende Versuchsan- 
ordnung getroffen: 2,5 g Rohbilirubin wurden mit 150 ccm 
wasserfreiem Ather iiberschichtet und die Suspension mit Eis 
gekiihlt, wihrend die atherische Lésung des Diazomethans, das 
aus 5 ccm Nitrosomethylurethan, 3 ccm 5°/, iger methylalko- 
holischer Kalilauge und 50 ccm Ather entwickelt wurde, hinein- 
destillierte. Bei der niederen Temperatur fand keine sichtbare 
Kinwirkung statt, sobald aber die Vorlage aus der Hiskiihlung 
herausgenommen wurde, trat eine Reaktion ein, die sich durch 


') Diese Zs. Bd. 94, 8. 159 (1915). 
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Erwirmung, Stickstoffentwicklung und Bildung einer tiefroten 
Lésung bemerkbar machte. Nach einer Stunde, wihrend welcher 
Zeit die Temperatur durch Hiskihlung niedergehalten wurde, 
war Gasentwicklung zwar noch zu beobachten, doch wurde die 
Lésung jetzt von dem nicht gelésten Farbstoff (III) abfiltriert 
und das Filtrat mit 5°/, iger Sodalésung ausgeschiittelt, wobei 
juBerst heftige Gasentwicklung auftrat. Darauf wurde die 
‘itherische Liésung rasch getrocknet. Uber Nacht hatte sich 
aus ihr eine dunkelrote Masse abgeschieden (I), das Filtrat 
hinterlieB nach Abdestillation des Athers eine heller gefarbte, 
ebenfalls rote Masse (II). 

I. 0,6 g, in Methylalkohol und Chloroform leicht, in Ather 
schwer léslich, aus diesen Lisungsmitteln nicht krystallisiert 
zu erhalten. Gegen verdiinnte Natronlauge bei Zimmertempe- 
ratur bestindig, beim Erhitzen tritt allmahlich Lésung ‘ein. 
Die alkalische Liésung verindert sich beim Stehen an der Luft 
nicht. Die Analysen weisen darauf hin, daB neben der Di- 
methylierung Anlagerung von Diazomethan erfolgt ist; sie 
wurden nach dreitigigem Stehen im Vakuum ausgefiihrt. 


5,690 mg Substanz gaben 0,660 ccm N bei 741,9 B und 22°. 


5,820 __,, - » 3,96 mg Ag. 
5,100 ,, : , 3,61 , Ag. 
0,1800 ., m »  0,4878 g CO, und 0,1024 g H,v. 
CsHqO.N, Ber. 66,039/, C 6,47°/, H 12,84°/, N 4,59°/, CH, 
Gef. 66,35 6,37 12,95 4,75 u. 4,53 


Der mit II bezeichnete, im Ather verbliebene Anteil hatte 
dieselbe Zusammensetzung, zeigte auch die gleichen Léslich- 
keitsverhiltnisse. 

0,1560 mg Substanz (i. V.) gaben 0,3794 g CO, und 0,0879 g H,O 
= 66,35°/, C und 6,30°/, H. 

5,51 mg Substanz gaben 3,80 mg AgJ = 4,41°/, CHs. 

8,525 ,, m » 0,965 cem N bei 744 B u. 20°= 12,619), N. 

Beim Erhitzen der Priparate auf 90° trat langsam eine 
Abnahme des Gewichts ein (0,2400—0,2345 g = 2,29°/,), sie 
vermehrte sich bei 100° auf 2,87°/,, gewogen 0,2331 g. Die 
jetzt ausgefiihrte Analyse zeigte deutlich, daB ein Entweichen 
von Stickstoff stattgefunden haben muBte, doch wurde der fiir 
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2 Atome berechnete Gewichtsverlust von 4,29°/, nicht er- 
reicht, entsprechend wurde noch etwa 1°/, N zu viel gefunden. 
Da die Substanz stirkeres Erhitzen nicht vertragt, soll die 
Operation im Hochvakuum vorgenommen werden. 


0,1250 mg Substanz (100°) gaben 0,3155 g CO, und 0,0723 g HO. 


$240 ,, - » 9,29cem N bei 741,5 B und 19°, 
C,.H,,0,N, Ber. 68,98%) C 6,769, H  —-8,94°/, N 
Gef. 68,86 6,47 9,98 


Durch das Erhitzen hatte sich die Farbe etwas geindert, 
die Lésung in Chloroform erschien dunkelbraun, gegen Natron- 
lauge verhielt sich der Stoff wie vor dem Erhitzen. Die alkalischen 
Lésungen anderten ihre Farbe bei Luftzutritt nicht. Die lutt- 
empfindliche Stelle bleibt also durch das vom Diazomethan 
stammende noch im Molekil verbliebene Kohlenstoffatom ge- 
schiitzt. 

Der nicht in Ather geléste Teil (III) erwies sich zum 
groBten Teil als unverindertes Bilirubin (0,8 g), nachdem ein 
kleiner Teil (0,2 g) durch eine Extraktion mit Schwefelkohlen- 
stoff weggenommen worden war. JDie Verwendung dieses 
Lésungsmittels empfiehlt sich aber nicht, da es auBerordentlich 
zihe zuriickgehalten wird. 

Bei der Einwirkung von Diazomethan auf Bilirubinam- 
monium?) wurden bisher Resultate erhalten, die eine Entschei- 
dung dariiber, ob hierbei eine Abspaltung von Ammoniak ein- 
tritt, nicht gestatteten. Kin jetzt ausgefiihrter Versuch spricht 
dafiir, daB eine solche nicht stattfindet; da trotzdem Dimethy- 
lierung erreicht wird, diirfte das Ammoniak sich nicht an ein 
Carboxyl angelagert haben. 

2 g Bilirubinammonium, 11,77°/, N enthaltend (6,005 mg: 
0,62 com N bei 22° und 749 B), wurden, in 100 ccm Ather 
suspendiert, der Kinwirkung des aus 4 ccm Nitrosomethy!- 
urethan entwickelten Diazomethans ausgesetzt. Da nicht ge- 
kiihlt wurde, trat die Reaktion sofort ein, und der grote Teil 
des Farbstoffs (bis auf 0,2 g) ging in die sich tiefrot farbende 
Lésung. Nach einstiindiger Einwirkung wurde filtriert, aus 


1) Diese Zs. Bd. 94, S. 155 (1915). 
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dem Filtrat schied sich im Laufe eines Tages eine braunrote 
harzige Masse aus (I; 0,8 g). Die atherische Lésung wurde 
mit 5°/,iger Sodalésung ausgeschiittelt, gab aber an diese nur 
Spuren ab. Nach dem Trocknen mit Natriumsulfat wurde der 
Ather abdestilliert, wonach 0,81 g eines dunkelbraunen, harzigen 
Stoffs hinterblieben, der auch beim Erwiarmen durch Soda 
nicht verindert wurde (II). Teil I verhielt sich in dieser Hin- 
sicht ganz gleich, beide Teile gaben auch iibereinstimmende 
Analysenresultate. 


I. 0,1305 mg Subst. (i. V.) gaben 0,3090 mg CO, und 0,0762 mg H,O. 


6,44 ,, ~ we. = 0,844 ccm N bei 751 B und 23°, 
me 4 5 0,762 , N , 751B, 23° 
11,14 ,, “ ‘ 7,350 mg AgJ. 


II. 0,1460 mg Substanz (i. V.) gaben 0,3453 g CO, und 0,0860 g H,O. 
5,490, — (5, ) 0,7 cem N bei 745,4 B und 19°. 


8,540 __,, “ » 9,656 mg AgJ. 
C,,H,,0,N, Ber. 64,35°/, C 6,75°/, H 14,60°/, N 4,46°/, CH, 
Mol.-Gew. 671,61 I. Gef. 64,60 6,53 14,52 4,22 
14,24 
U. 64,52 6,59 14,30 4,24 


Auch bei diesen Priparaten trat beim Erhitzen auf 90 
bis 100° eine Gewichtsabnahme ein, und zwar wurden nach 
7 Stunden 4,11°/, Verlust festgestellt (0,3456 g auf 0,3314 g), 
wihrend sich fiir den Weggang von 2 Stickstoffatomen 4,17°/, 
verechnet. Die Analyse ergab auch ein entsprechendes Re- 
sultat: 


5,008 mg (100°) gaben 0,50 cem N bei 742 B und 19°, 
C,,H,,0,N; Ber. 10,88°/, N Gef. 11,15°/, 


Uber Biliverdin. 


Die bei der Bestimmung der Basizitit des Bilirubins er- 
haltenen Filtrate+)- wurden in flachen Schalen bei einer Tem- 
peratur von 4—7° im Hisschrank der Luftoxydation ausgesetzt. 
Bereits 10 Stunden nach der Filtration wurde bemerkt, daB& 
sich geringe Mengen einer braunen Substanz abgeschieden 


1) Vgl. XI. Mitteilung, S. 104. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXI. 
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hatten'), nach 4—5 Tagen machte sich daneben noch eine 
deutliche Ausscheidung von orangefarbenem Bilirubin bemerk- 
bar. Die Liésung hatte bereits einen Stich ins Griine. Nach 
8 Tagen wurde eine Portion filtriert, nach der Filtration schied 
sich nur noch orangefarbenes Bilirubin ab. Nach 20 Tagen 
war die Lésung rein griin gefarbt, die Oxydation wurde als 
beendet angesehen und die Lésungen filtriert, dann mit n/10- 
Schwefelsiure angesduert, die entstandenen Fillungen auf einer 
Nutsche abgesaugt, SO,” frei gewaschen, auf FlieBpapier, im 
Vakuum und bei 90° getrocknet. Aus 4,6 g Bilirubin wurden 
nur 3,2 g Biliverdin erhalten. In den gelbgriinen Filtraten 
der Schwefelsiurefillung war allem Anschein nach trotz der 
vorsichtig geleiteten Oxydation organische Substanz enthalten, 
der gréBte Teil des Verlustes fiel aber sicher auf das wihrend 
der Oxydation ausgeschiedene Bilirubin selbst. Das Entstehen 
dieser Fillung ist wohl so zu deuten, daB das sich bildende 
Biliverdin mehr Alkali braucht als Bilirubin, das _ hierdurch 
aus seinem Alkalisalz in Freiheit gesetzt wird. Die Verluste 
werden also durch Zusatz von etwas Alkali wihrend der Oxy- 
dation vermieden werden kénnen. Das erhaltene Biliverdin 
erwies sich als in Ather und Chloroform véllig unlislich, in 
Methyl-, Athyl- und Amylalkohol als restlos léslich. Es stellte 
sich als ein griinschwarzer, glinzender Stoff dar, eine deutlich 
krystalline Struktur konnte nicht erkannt werden. ie Ana- 
lysen weisen doch auf eine durch die Formel C©,,H,.0,N, 
wiederzugebende Zusammensetzung. 


0,1500 mg Substanz gaben 0,3588 g CO, und 0,0766 g H,O. 


0,1452 ,, . »  0,3418g¢ CO, ,, 0,0796 g H,O. 
0,1334 ,, i , 10,5 cem N bei 23° und 746 B. 
0,1368_,, vi » we, My, 0. OR 
C,3H,,0,N, Ber. 64,26°/, C —5,89°%/, H —-9,09°/, N 
Gef. 64,35 5,71 8,66 
64,21 6,13 8,88 





1) Die braune Substanz erwies sich als Natriumsalz des Bilirubins, 
in viel Wasser war sie lislich, beim Ansiiuern mit Schwefelsiure wurde 
Bilirubin gefaillt und konnte durch Chloroform extrahiert werden, dic 
wiiBrige Lisung hinterlieS nach dem Eindampfen und Gliihen Natrium- 
sulfat. 
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Kine Veresterung dieses Biliverdins gelang nicht, als bei 
Zimmertemperatur gearbeitet wurde, wohl aber bei erhéhter 
Temperatur. 1g Biliverdin wurde in 100 ccm absoluten Methyl- 
alkohols, der 2°/, Chlorwasserstoff enthielt, gelést und die 
Lésung 4 Stunden am RiickfluBkihler erhitzt. Darauf wurde 
ziemlich vollstindig abdestilliert und der Rest in Natrium- 
acetatlésung eingetragen. Hs bildete sich ein blaugriiner, 
flockiger Niederschlag, der abfiltriert und zur Entfernung nicht 
veresterten Farbstofis mit einer 5°/, igen Sodalésung behandelt 
wurde, wobei nur wenig in Lésung ging. Die nicht geldste 
Substanz wurde abgesaugt, alkalifrei gewaschen und getrocknet, 
schlieBlich noch mit Ather extrahiert, um sie von anhingender 
klebriger Masse zu befreien. Jetzt blieb ein schwarzer, glin- 
gender, spréder Stoff zuriick, der sich pulvern lieB und in 
Alkoholen leicht léslich war, auch in Aceton mit dunkelgriiner 
Farbe. Er war chlorfrei und bei Zimmertemperatur gegen 
Soda bestiindig, bei lingerem Erhitzen trat allmihlich Lésung ein. 


0,3205 g Substanz gaben 0,7659 g CO, und 0,1735 g H,0O. 


9,375 mgs, » 0,700 cem N bei 745,5 B und 21°. 
8,420 ,, 45 » 0,681 , N , 7455B ,, 23° 
‘e. + » 4,990 AgJ. 
C,,H,,O.N, Ber. 65,19%,C 6,259,H 8,69°%/,N  4,66°/, CH, 
Gef. 65,19 6,06 8,32 u. 8,24 4,89 


Danach zu urteilen, ist die Veresterung des Biliverdins im 
Gegensatz zu der des Bilirubins ohne weitere Verainderung des 
Molekiils méglich, doch stehen Verseifungsversuche noch aus. 
Ks ist nun sehr bemerkenswert, daB auch bei der Kinwirkung 
von Diazomethan auf Biliverdin nur eine Veresterung ohne 
Anlagerung von Diazomethan zu erfolgen scheint, was die 
Deutung zulift, daB die EKinwirkung des Luftsauerstoffs und 
die Anlagerung von Diazomethan an derselben ungesittigten 
Stelle des Bilirubinmolekiils erfolgt. Ist doch auch das Diazo- 
methananlagerungsprodukt, wie schon erwihnt wurde, unemp- 
findlich gegen den Luftsauerstoff. 


Veresterung des Biliverdins mit Diazomethan. 


1,5 g Biliverdin wurden mit 120 ccm Aceton iiberschichtet 


und der Einwirkung einer dtherischen Liésung von Diazomethan 
7? 
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ausgesetzt, das aus 5 ccm Nitrosomethylurethan entwickelt 
wurde, wobei sich bald der Eintritt einer Reaktion durch Er- 
wirmung und Gasentwicklung bemerkbar machte. Nach Be- 
endigung derselben, etwa nach 11/, Stunden, wurde die Lésung 
filtriert und ein Riickstand von 0,2 g erhalten, der nicht weiter 
untersucht wurde. Aus dem Filtrat hatten sich nach 10 Tagen 
0,5 g wieder abgeschieden, die verbleibende Lésung gab nach 
dem Abdestillieren des Acetons 0,6 g. Beide Praparate waren 
schwarze, nicht ausgesprochen krystalline Stoffe, léslich in 
Aceton, Benzol und Alkoholen mit griiner Farbe, unléslich in 
Ather, bestindig gegen Soda bei Zimmertemperatur, erst bei 
langerem Erwirmen ldéslich. Beide hielten Aceton hartnickig 
zuriick') und konnten erst durch langes Trocknen bei 60° 
gewichtskonstant erhalten werden. Beide zeigten die gleiche 
Zusammensetzung: 


I, 0,2105 g Substanz gaben 0,5026 g CO, und 0,1140 g H,O. 


5,320 mg __s, ,» 0,40 ecm N bei 745,4 B und 20°. 
5,40 ,, " 5»  3,920mg AgJ. 
Il. 0,1810g _,, »  0,4317 g CO, und 0,0989 g HO. 
7,825mg ,, , 5,651 mg AgJ. 
6,205 ,, a » 0,48 cem N bei 742 B und 21°. 
C,;H,OsN, Ber. 65,19°/,C  6,25°/,H 8,699%,N 4,66, CH, 
I. Gef. 65,14 6,06 8,31 4,64 
Il. 65,07 6,11 8,55 4,62 


Ob beide Praparate untereinander und mit dem durch 
Methylalkohol und Salzsiure erhaltenen Ester identisch sind, 
bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten. 


Bei der EKinwirkung von Alkalien und der Oxydation 
von Bilirubin in alkalischer Lésung?). 


hatte sich das Auftreten von Hamatinsiure sicherstellen lassen, 
und zwar bewirkte bereits der Atmosphirsauerstoff im Verein 
mit starken Alkalien den Zerfall des Bilirubinmolekiils. Die 
Ausbeuten an Himatinsiure vermehrten sich durch Zugabe 


1) Die acetonhaltigen Priparate zeigten einen bei 123—125° lie- 
genden Schmelzpunkt. 
2) Diese Zs. Bd. 59, S. 87 (1909); Bd. 82, S. 480 (1912). 
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eines Oxydationsmittels. Neben derselben wurde das Auftreten 
eines safranihnlich riechenden Stoffes, der durch Oxydation 
anscheinend in Haimatinsiure iiberging, und dann eine ither- 
lisliche Saiure, nicht oder schwer mit Wasserdimpfen fliichtig 
beobachtet, die im Gegensatz zur Himatinsiiure ein auch nach 
dem EKindampfen seiner Lésung leicht in Wasser ldsliches 
Bariumsalz gab. Es wurde durch Alkoholfillung als ein 
gelbliches Pulver erhalten, das beim Eintragen in Salzsiure 
einen an bisubstituierte Maleinséuren erinnernden Geruch gab. 
Dem Metallgehalt zufolge wurde fiir das Salz die Formel 
C,H,O,Ba + H,O in Betracht gezogen. Es konnte sich aber 
auch um ein Salz C,H,O,Ba gehandelt haben, d. h. es konnte 
bei der Hydrolyse des Bilirubins durch Alkali und nachfolgende 
Oxydation eine Methyloxyithylmaleinsiure herausgeschilt worden 
sein, was fir die von mir entwickelte Vorstellung iiber die 
Konstitution des Bilirubins eine kraftige Stiitze gewesen wire, 
denn danach liegt eine ,,Briickenbindung“ vor, die sehr wohl 
durch Alkalien einé Aufsprengung erfahren kénnte: 
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Die folgenden Versuche des Herrn W. Herrmann bringen 
nun zwar keinen zwingenden Beweis fiir das Vorliegen der 
Methyloxyithylmaleinsiure, immerhin zeigen sie, daB bei der 
alkalisch-oxydativen Spaltung des Bilirubins neben Himatin- 
siure eine nicht oder schwer fliichtige atherlésliche Saure ent- 
steht, welche ein leicht lésliches Bariumsalz gibt, das im 
Bariumgehalt mit dem nach der Formel C,H,O,Ba berechneten 
iibereinstimmt, und ein Silbersalz, dessen Analyse mit der 
Formel C,H,O,Ag, annihernd harmoniert. 

5 g Bilirubinammonium B wurden mit Hilfe von 15 g 
Kaliumhydroxyd in 500 ceom Wasser gelést. Die Lésung blieb 
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bei Zimmertemperatur 6 Monate unter hiufigem Umriihren in 
einer flachen Schale stehen. Dann wurde die griinbraune 
Lésung mit verdiinnter Schwefelsiure kongosauer gemacht, 
wobei ein griiner Niederschlag (A) entstand und ein charakte- 
ristischer safranibnlicher Geruch auftrat. Das saure Filtrat 
wurde mit Wasserdimpfen destilliert*), der Riickstand auf 50 ccm 
eingedampft, mit Kochsalz gesittigt und erschépfend ausgeithert. 
Es lésten sich 0,26 g einer braunen Substanz, die nun durch 
halbstiindiges Kochen mit Barytwasser verseift wurde. Ein 
Niederschlag entstand hierbei nicht; so wurde die Lisung durch 
Einleiten von Kohlendioxyd von iiberschiissigem Baryt befreit 
und das Filtrat auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. Die 
hierbei entstehende Abscheidung bestand aus himatinsaurem 
Barium. Aus dem Filtrat wurden durch Alkohol 0,05 g eines 
Bariumsalzes gefillt. 


4,701 mg Substanz (110°) gaben 3,540 mg BaSQ,. 
C,H,0,Ba Ber. 44,4°/, Ba Gef. 44,31°/, Ba. 


Der griine Niederschlag wurde in 100 ccm 5°/, iger Natron- 
lauge gelést und die Lésung nach und nach mit 10 ccm 
30°/, iger Wasserstoffperoxydlésung versetzt. Nach 8 Tagen 
hatte sie sich aufgehellt und gab beim Ansiiuern mit Schwefel- 
siure nur noch geringe Mengen (0,27 g) eines braunen Stofis. 
Nach der Destillation mit Wasserdampf!) wurde wie angegeben 
verfahren und hierbei Himatinsiiure und das leicht lésliche 
Bariumsalz in gréBerer Menge erhalten, von letzterem 0,26 g. 


8,85 mg Substanz (110°) gaben 6,64 mg BaSQO, = 44,15°/, Ba. 


Bei einem zweiten Versuch wurde aus dem leicht léslichen 
Bariumsalz die Saure regeneriert und ihre mit Ammoniak 
neutralisierte Lésung durch Silbernitrat gefallt. Der Nieder- 
schlag ist amorph, lieB sich auswaschen, beim Trocknen bei 110° 
im Vakuumexsiccator farbte er sich ein wenig dunkel. 


‘) Die Destillate reagierten sauer; sie enthielten eine iitherlésliche 
Siiure, die ein leicht lésliches Bariumsalz gibt. 

I. 31,31 mg Substanz gaben 25,74 mg BaSO, = 48,38°/, Ba. 

il. 4032 ,. 2 » 14,94 , BaSO, = 48,26°/, Ba. 








Beitriige zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 103 


7,295 mg Substanz gaben 5,660 mg CO,, 1,275 mg H.O u. 4,105 mg Ag. 


4,502 ,, 4g » 3,520, CO,, 0,790 ,, H,Ou.2,520,, Ag. 
C,H,0,Ag, Ber. 21,67°/, C 2,08°/, H 55,63°/, Ag 
Gef. 21,31 1,95 56,27 
21,33 1,96 55,97 


Kin weiterer Kingriff in das Bilirubinmolekiil, der Unter- 
schiede im Aufbau gegeniiber den Porphyrinen aufdeckte, aber 
in seinem Chemismus nicht genau zu iibersehen war, hatte in der 
EKinwirkung von Bromwasserstoff-Eisessig bestanden.') 
Auch hier fiihrten einige Versuche, die ich Herrn W. Herrmann 
verdanke, zu einer besseren Einsicht. Danach kommt es sehr 
wesentlich auf die Qualitét des EKisessigbromwasserstoffs und 
die Versuchsbedingungen an. Das Bilirubin lost sich zwar 
immer mit anfangs braunroter, dann violett werdender Farbe 
auf, aber nur bei méglichst kurzer EKinwirkung und nur dann, 
wenn ein durchaus bromfreier Bromwasserstoffeisessig vom 
spezifischen Gewicht 1,408 verwendet wird, ist der Verlauf des 
Prozesses, nach den analytischen Resultaten des Reaktions- 
produkts zu urteilen, ein einfacher. Und zwar hat es, wenn 
man die Werte des Stoffs zugrunde legt, der aus der primar 
gebildeten Substanz beim Auflésen in Wasser entsteht, den 
Anschein, als sei zunichst eine Addition von 3 Molekiilen 
Bromwasserstoff erfolgt und dann 2 Bromatome durch Hydroxyl 
ersetzt worden. Danach ware der Verlauf ein &hnlicher wie 
beim Ubergang von Himin in Hiimatoporphyrin, wobei ja auBer 
der Elimination von Eisen eine Anlagerung von 2 Molekeln 
Bromwasserstoff primir eintritt, sekundir ein Ersatz zweier 
Bromatome durch Hydroxyl. Beim Bilirubin wiirde also nur 
noch die Addition eines dritten Bromwasserstoffmolekiils ein- 
treten, der im Verbande bleibt, wie dies schon friher fest- 
gestellt wurde. DaB diese Auffassung nicht zutrifft, ergeben 
die Versuche, bei denen das Wasser durch Methylalkohol er- 
setzt wurde. Dann erhailt man, vom Haimin ausgehend, den 
Dimethylither des Haimatoporphyrins|; an Stelle zweier Brom- 
atome treten 2 Methoxyle und auBerdem tritt Veresterung ein. 





1) Diese Zs. Bd. 94, S. 157 (1915). 
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Beim Bilirubin erfolgt nur die letztere, 2 Molekiile Brom- 
wasserstoff werden ohne weiteres wieder abgespalten, das dritte 
bleibt im Verbande, womit ein wesentlicher Unterschied gegen- 
tiber der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs festgelest 
ist. Das Bilirubin enthalt also gegeniiber dem Bromwasser- 
stoff drei ungesittigte Stellen, aber nur die eine, die im Hiimin 
nicht vorhanden ist, addiert das Reagens, und das Brom ist 
so fest gebunden, daB es durch Wasser nicht herausgenommen 
wird. An den beiden anderen Stellen — sie sind im Himin 
in gleicher Form ebenfalls nicht vorhanden — findet eine lose 
Anlagerung von Bromwasserstoff statt. Durch diese ist eine 
Lockerung des Gefiiges eingetreten, und Wasser vermag die 
Sprengung vorzunehmen dadurch, daB es sich einlagert, Methyl- 
alkohol vermag das nicht. Bemerkenswert ist noch, daB die 
die Farbe bedingenden Stellen durch diese Wassereinlagerung 
nicht beriihrt werden. 


a) 1,25 g Bilirubinammonium A wurden innerhalb von 
4 Tagen in 25 g Bromwasserstoffeisessig (spez. Gew. 1,41 bei 0°) 
eingetragen. Die violette Lisung blieb bis zum 15. Tage vor 
Licht geschiitzt stehen, wurde dann 2 Stunden geschiittelt und 
durch Asbest in 1 Liter Wasser gesaugt. Es entsteht ein 
violetter flockiger Niederschlag, der sich gut absetzt. Er wird 
dekantiert, schlieBlich auf ein Filter gebracht, bromfrei ge- 
waschen?) und im Vakuum getrocknet. Hierauf wurde er in 
Kisessig geliést und mit Ather gefillt, der Niederschlag filtriert 
und mit Ather gewaschen. Man erhilt fast schwarze Schollen 
in einer Ausbeute von 1,25 g (A), die sich zu einem dunkel- 
violetten Pulver zerreiben lassen, wobei es stark elektrisch 
wird. Der Stoff ist in Alkalien, auch in Bicarbonat, leicht 
léslich unter Abspaltung des Broms. Aus dieser schmutzig 
braunvioletten Liésung fallen Saiuren violette Flocken, aus deren 
Analyse hervorgeht, daB Brom durch Hydroxyl ersetzt worden 
ist (B). 


1) Die Waschwisser haben anfangs die Farbe einer n/50-Kalium- 
permanganatlisung und bleiben bis zum Schlu8 deutlich gefiirbt, ent- 
halten aber nur Spuren von Farbstoff. 
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A. 0,1064 g Substanz (i. V.) gaben 0,2201-¢ CO, und 0,0566 g H,O. 
01063g ,, (4) « 0,2195¢ CO, ,, 0,0561¢ H,O. 


0,0952 g , ( ) 4 7,0 cemN bei 21° und 734 B. 
7,821 mg (os) » Qe, ©. a. 1S 
7,972 ,, m (, ) 2,150 mg AgBr. 
C,3Hy,0,N,Br Ber. 56,48°/, C 5,899, H  7,99°/, N _11,39°/, Br 
Gef. 56,44 5,95 8,03 11,53 
56,33 5,91 7,78 ~ 


Der Stoff hat sich also aus dem Bilirubin nach folgenden 
Gleichungen gebildet: 


CjsH,,0,N, + 3HBr = C,,H,,0,N,Br, , 
C,,H,,0,N,Br, + 2H,0 = C,,H,,0,N,Br -+ 2HBr. 


B. Der durch 10°/, ige Natronlauge in Lésung gebrachte 
Stoff A verliert, wie erwahnt, bei dieser Behandlung das Brom. 
Das Reaktionsprodukt wurde durch verdiinnte Schwefelsiure 
gefallt, filtriert, SO,”-frei gewaschen, auf Ton gepreBt, dann in 
Kisessig gelist, mit Ather gefullt, essigsiiurefrei gewaschen und 
getrocknet. 


3,980 mg Substanz gaben 9,020 mg CO, und 2,425 mg H,O. 
C,;H,,0.N, Ber. 62,049, C 6,63°/, H 
Gef. 61,93 6,82 
Stoff B ist also aus A nach folgender Gleichung entstanden: 
C,,H,,O,N,Br + NaOH = NaBr + C,.H,,0,N,. 


b) 2,5 g Bilirubinammonium A wurden in 50 g Brom- 
wasserstoffeisessig wie angegeben gelést und das Lésungsmittel 
im Wasserstoffstrom bei 20 mm und 60° Badtemperatur ab- 
destilliert. Der blauviolette Riickstand wurde in 50 ccm Methyl- 
alkohol-Kahlbaum gelist, wobei sich tiefblaue Farbe einstellte. 
Nun wurde filtriert, das Filter mit Methylalkohol nachgewaschen, 
das Filtrat 1 Stunde auf dem Wasserbade erwairmt, dann der 
Alkohol zur Halfte abdestilliert und der Riickstand in 350 ccm 
absoluten Ather eingetragen. Es entstand ein dunkelblauer 
Niederschlag, der mit Ather ausgewaschen und dann getrocknet 
wurde. Ausbeute 3,1 g. Zur Abtrennung beigemengten Brom- 
ammoniums wurde dann noch in Chloroform gelést, filtriert 
und durch Ather wieder gefallt. Das Priparat stellt ein blaues 
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Pulver vor, in Alkohol und Chloroform leicht, in Ather, Petrol- 
ather und Benzol unléslich. In Aceton léste es sich erst auf 
Zusatz eines Tropfens konz. Saiure leicht und vollstindig auf, 
was wohl schwach basische Kigenschaften anzeigt. In 10°/, iger 
Sodalésung und n/10-Natronlauge léste es sich bei Zimmer- 
temperatur nicht auf, Brom wurde schon beim Erhitzen mit 
Wasser abgegeben. Das Praparat erwies sich als amorph und 
wurde beim Reiben sehr stark elektrisch. 


4,128 mg Substanz gaben 9,120 mg CO, und 2,325 mg H,O. 


4,512 ,, a. » 0,323 ecm N bei 20° und 744 B. 
8,725 ,, ia » 2,402 mg AgBr. 
6,637 ,. » 400, Bgl. 
C,;H,,0,N,Br Ber. 60,59°/,C 5,96°/, H 8,08°/, N 11,52°/, Br 4,32°/, CH, 
Gef. 60,27 6,30 7,97 11,72 4,25 


Das Praparat unterscheidet sich von dem vorigen also 
durch den Mindergehalt von 2 Molekiilen Wasser und durch 
den Eintritt zweier Methyle, entsprechend ist es unldslich in 
Alkalien bei Zimmertemperatur. Beim Erhitzen mit n-Natron- 
lauge tritt Verseifung und Abspaltung von Brom ein, die ent- 
stehende Lésung ist griin gefarbt. DaB das Brom leicht heraus- 
zunehmen ist, bewies ein Versuch mit einem zweiten Praparat, 
dessen Reinigung vom Bromammonium durch Aufnahme in 
Methylalkohol und Eintragen dieser Lésung in Wasser versucht 
wurde. Dabei entstand eine blaue, vollkommen klare Lisung, 
aus der der Farbstoff auf Zusatz von Natriumacetat vollstiindig 
ausgeflockt werden konnte. Er unterschied sich iuBerlich nicht 
von dem vorigen Ester, enthielt aber nur noch 3,9°/, Brom. 

DaB die Kinwirkung des Hisessigbromwasserstoffs auf Bili- 
rubin aber auch ganz anders verlaufen kann als bei den soeben 
geschilderten Versuchen, beweisen die Analysen des folgenden 
Praparats. 

c) 1,5 g Bilirubinammonium'A wurde wie bei a) angegeben 
verarbeitet. Der hierbei benutzte Eisessigbromwasserstoft ent- 
hielt indessen ersichtliche Spuren von Brom. AuBerlich unter- 
schied sich der erhaltene Stoff in keiner Eigenschaft von dem 
unter a) erhaltenen, die Analysen gaben aber abweichende 
Werte. 
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0,1135 g Substanz gaben 0,2160 g CO, und 0,0622 g H,O = 51,92°/, C 
und 6,13°/, H. 


0,1087 g nt » 8,6 cem N bei 21° und 736 B = 8,67°/, N. 
0,1127 g é » 8, N, &: , BP — Bil", R: 
0,1268 ¢ ” »  0,0376 g AgBr = 12,62°/, Br. 
0,1208 g ‘ »  0,03855 g AgBr = 12,51°/, Br. 


Nach diesen Ergebnissen méchte man schlieBen, daB eine 
Absprengung eines kohlenstoffreichen Restes, etwa C,H,, und 
auBer der Anlagerung von Bromwasserstoff eine solche von 
3 Molekiilen Wasser erfolgt ware, denn fiir 1 MolekitilC,,H,,O,N,Br 
berechnen sich folgende Werte: 52,16°/, C, 5,89°/, H, 8,4°/,N 
und 11,97°/, Br, welche sich mit den gefundenen gut decken, 
abgesehen von dem um */,°/, zu hoch liegenden Wert fiir das 
Brom. Dabei steht dieser Stoff noch durchaus in Beziehung 
zum Bilirubin, denn durch Oxydation lieB sich Hamatinsaure, 
nach vorhergegangener Reduktion sogar Himatinsiure und das 


Imid der Methylathylmaleinsiure gewinnen.?) 

a) Die direkte Oxydation wurde in eisessigsaurer Lésung 
mit Chromtrioxyd bewirkt, das in einer Menge verbraucht 
wurde, die ungefiihr 20 Atomen Sauerstoff, auf das bromhaltige 
Molekiil berechnet, entsprach. Neutrale Stoffe gingen nach 
der Oxydation nicht in Ather iiber, auch Hiimatinsiure wurde 
bei einem Einsatz von 3g des Farbstofis nur in geringer 
Menge, 0,1 g, erhalten. 


b) Die Reduktion wurde in alkalischer Lésung mit Hilfe 
von Natriumamalgam unter Eiskiihlung durchgefihrt. Dabei 
trat Aufhellung der Farbe ein, so daB einige Farbreaktionen 
ausgefiihrt werden konnten, so trat mit dem Ehrlichschen 
Reagens, sowie beim Kuppeln mit Diazobenzolsulfonsiure in- 
tensive Rotfarbung auf. Mit Natronlauge und einem Tropfen 
Kupfersulfatlésung entstand eine rotviolette Farbung. 

Die Oxydation wurde nach dem Ansduern mit 50°/ iger 


Schwefelsiure mit wiBriger Lésung von Chromsiure bei 70° 
ausgefiihrt. Hierbei léste sich der beim Zusatz der Schwefel- 


1) Wihrend Himatoporphyrin auch nach der Reduktion mit Natrium- 
amalgam kein ,,Imid“ liefert. 
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siure entstandene Niederschlag bis auf einen kleinen Teil rasch 
auf, der sich harzig abschied, aber, in Eisessig gelést, ebenfalls 
oxydiert werden konnte. Nach der Atherextraktion wurde die 
atherische Lésung mit Soda ausgeschiittelt, getrocknet und 
der Ather bei gelinder Wirme abdestilliert. Es hinterblieben 
etwa 0,18 g Imid (aus 5 g des bromhaltigen Farbstoffs), dessen 
Geruch sich schon wihrend der Ausfithrung des Versuchs be- 
merkbar gemacht hatte. Es wurde aus verdiinntem Alkoho! 
umkrystallisiert und schmolz bei 66°. 


7,870 mg Substanz gaben 0,682 cem N bei 12° und 740 mm. 
C,H,O.N Ber. 10,08°/, N Gef. 9,97°/, N 


Haimatinsiure wurde hier in einer Menge von 0,22 ¢ ge- 
wonnen (Schmelzpunkt 97°), daneben wurde noch Ameisen- und 
Bernsteinsiure nachgewiesen. — Auf die Méglichkeit, daB sich 
unter der Kinwirkung des bromhaltigen Eisessigbromwasserstofis 
ein kohlenstoffhaltiger Rest vom Bilirubin ablést, hinzuweisen, 
halte ich nicht fiir unangebracht, weil wir zu der gleichen 
SchluBfolgerung auch bei Versuchen gekommen waren, die die 
Herstellung eines Azofarbstoffs mit Diazobenzolsulfonsiure be- 
trafen, also bei einem viel milderen Eingriff. Diese Versuche 
wurden bereits 1918 von Herrn Gmelin ausgefiihrt, und wir 
haben sie nicht weiter verfolgt, zunichst aus Mangel an Material 
und dann weil H. Fischer’) die gleiche Reaktion zu studieren 
begann. So sei hier nur erwihnt, daB beim Schiitteln einer 
Lésung von 0,281 g Bilirubin in 150 ccm Chloroform mit der 
waBrigen Lésung der iquivalenten Menge Diazobenzolsulfon- 
siure unter Zusatz von 10 ccm konz. Salzsdiure das Bilirubin 
so gut wie vollstindig verbraucht wurde. Die fast farblose 
Chloroformschicht hinterlie8 dann doch tannenzweigartige griin- 
liche Krystallchen in auBerst geringer Menge, wiahrend die 
blaue wiiBrige Schicht an Ather etwa 0,05 g eines Stoffs ab- 
gab, der bei etwa 118° schmolz. Es mu8 allerdings unent- 
schieden gelassen werden, ob es sich nicht etwa um eine dem 
verwendeten Bilirubin anhaftende Substanz handelt. 





') Diese Zs. Bd. 115, 8. 94 (1921). 
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Hs ist mir eine liebe Pflicht, auch an dieser Stelle meines 
verstorbenen Mitarbeiters, des Apothekers Erwin Raunecker 
zu gedenken. Mit groBem Flei8 und hiéchster Zuverlissigkeit 
hat er die iibernommenen Arbeiten ausgefiihrt und ist dank 
seiner Umsicht und Geschicklichkeit zu schénen Resultaten 
gelangt. Seine Erkrankung hat ihn verhindert, sie abzurunden, 
sein Tod hat einem ganz den Pflichten gewidmeten Leben und 
einem vielversprechenden Wirken ein viel zu friihes Ende be- 
reitet. Auch er fiel noch als ein Opfer des Kriegs. Ehre 
seinem Andenken! 


William Kister. 
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Beitrige zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
XIII. Mitteilung. 


Uber die Hexachlorrubilinsaure 


Von 


William Kiister und Walter Herrmann. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fir organische und pharmaz. Chemie der Techn. Hoch- 
schule, Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1922.) 


In der vorstehenden Abhandlung ist bewiesen worden, 
daB die Stellen der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs. 
welche beim Ubergang in Himatoporphyrin Bromwasserstoff 
addieren, im Bilirubin nicht mehr die zur Aufnahme des 
Bromwasserstoffs befihigende Anordnung aufweisen kénnen, 
wohl aber ist immer noch eine Gruppierung vorhanden, aus 
der sich durch Reduktion mittels Natriumamalgams und nach- 
folgende Oxydation das Entstehen des Imids der Methylithy]- 
maleinsiiure ableiten lassen mu8. Hierdurch wird fiir die kein 
Carboxyl tragenden Pyrrolkerne im Bilirubin die schon in Be- 
tracht gezogene Briickenbindung!), die in Form zweier Me- 
thylene von dem einen #-Kohlenstoffatom zum Stickstoff fihrt. 
als recht wohl mdéglich erwiesen, und eine weitere Stiitze er- 
fuhr diese Auffassung durch die Bildung einer sehr wahr- 
scheinlich als Oxyathylmethylmaleinsiiure anzusprechenden 
Saure bei der Oxydation des Bilirubins in alkalischer Lisung. 
Die vorliegende Untersuchung bietet nun eine Unterlage fiir 
die Aufklirung der Gruppierung der carboxylhaltigen Pyrrol- 





1) Diese Zs. Bd. 94, S. 143 (1915). 
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kerne des Bilirubins und zudem zeigt sie wieder den gewal- 
tigen Unterschied im Verhalten des Bilirubins einerseits, der 
Porphyrine andererseits. Wihrend nach den Befunden 
H. Fischers!) das Mesoporphyrin durch naszierendes Chlor 
eine Substitution ohne sonstige Verainderung erfahrt, wird das 
Bilirubinmolekiil unter denselben Bedingungen aufgespalten 
und allem Anschein nach dabei ein zweikerniges Pyrrolderivat 
herausgeschilt, das eine zweibasische Siéure vorstellt, die wir 
als Rubilinsiiture bezeichnen wollen. Sie wird in Form eines 
Chlorsubstitutionsproduktes erhalten, das wir genauer charak- 
terisieren konnten und das nach der Anzahl der Chloratome 
Hexachlorrubilinsiure genannt werden soll. Bei diesem oxy- 
dativen Abbau des Bilirubins entsteht nun keine Hiamatin- 
siure, und es darf hieraus wohl gefolgert werden, daB die 
beiden Pyrrolkerne des Bilirubins, welche Carboxyle tragen, 
in der neuen Siure enthalten sind, wahrend die ,,basischen“ 
Kerne der Zerstérung anheimfallen. Betragen doch die Aus- 
beuten an Hexachlorrubilinsiure, der die Formel C,,H,,0,N,Cl, 
zukommt, 100°/, der unter der Annahme berechneten Menge, 
daB die Hilfte des Bilirubinmolekiils an ihrem Entstehen be- 
teiligt ist. Da nun unter dem EinfluB von Jodwasserstoff die 
Bilirubinsiiure C,,H,,0,N, aus dem Bilirubin herausgeschiilt 
wird”), die bekanntlich einen ,,basischen“ und einen carboxyl- 
tragenden Pyrrolkern enthilt, so gewinnt die Vorstellung an 
Wahrscheinlichkeit, da8 im Bilirubin ein vierkerniges Pyrrol- 
derivat vorliegt, das an einem Methin zwei Pyrrolkerne vnd 
einen zweikernigen Pyrrolkomplex tragt*) und daB die oxyda- 
tive Spaltung in anderer Richtung wie die reduktive verliuft, 
jedesmal aber ein zweikerniges Pyrrolderivat entsteht: 


ei y\ sauer: basisch 
C— |—Py —-Py 
py” 
basisch | 


Reduktion ) Oxydation. 





1) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2461 (1913). 
*) H. Fischer, Diese Zs. Bd. 89, S. 256 (1914). 
5) Diese Zs. Bd. 99, 8.96 (1917). 
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Die weitere Untersuchung der Hexachlorrubilinsiure, die 
in Angriff genommen ist, muB natiirlich abgewartet werden, 
ehe die Schliisse als bindend bezeichnet werden kénnen. 


Experimenteller Teil. 


Nach einer Reihe von Versuchen halt man zur Dar- 
stellung der Hexachlorrubilinsiure am besten die folgende Vor- 
schrift ein: 

1 g orange Bilirubin wird mit 40 ccm Eisessig zu einer 
feinen Suspension angerieben. MHierzu gibt man eine Mischung 
von 45 ccm Salzsaure (spez. Gew. 1,19) mit 1 ccm Perhydrol- 
Merck. Nach kurzer Zeit tritt Erwirmung und Lésung des 
Bilirubins ein, wobei die Farbe iiber Griin, Blau, Violett nach 
Tiefrot iibergeht. Nach 10—15 Minuten ist die Reaktion 
beendet und man kann jetzt von kleinen Bilirubinpartikelchen, 
die sich der EKinwirkung entzogen haben, durch Glaswolle ab- 
filtrieren. Dann setzt man noch 1 ccm Perhydrol zu, wonach 
sich die Lésung innerhalb einer Stunde aufhellt. Durch leichtes 
Anwirmen auf dem Wasserbade kann man diesen Vorgang 
beschleunigen, falls er sich zu langsam vollziehen sollte. Das 
Reaktionsprodukt wird nun durch EingieBen in 200 ccm 
Wasser als weiBer, flockiger Niederschlag gefillt, unter De- 
kantieren auf einem Filter gesammelt und mit Wasser er- 
schépfend ausgewaschen. Das Filtrat wird unter vermindertem 
Druck bei einer Badtemperatur von 50—60° zur Trockne ge- 
bracht. Der Riickstand lést sich vollkommen in Ather. Man 
schiittelt die itherische Lisung wiederholt mit Wasser, trocknet 
mit Natriumsulfat und destilliert bei gelinder Wirme den 
Ather bis auf wenige Kubikzentimeter ab und verdunstet den 
Rest im Vakuum. Hier erhilt man etwa 0,5 g der neuen 
Saiure, ebensoviel durch die direkte Fiallung. i 

Beim Trocknen auf Ton verindert sich der durch Wasser 
erzeugte Niederschiag stark. Man reinigt ihn daher zweck- 
miBig noch feucht durch Aufnahme in 40—50 cem Ather, 
wobei bis auf geringe Verunreinigungen, die auf der Grenze 
der wiBrigen und itherischen Schicht schwimmen, alles in 
Lésung geht, trennt im Scheidetrichter, wascht die atherische 
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Lésung mit Wasser, trocknet und destilliert bei ganz gelinder 
Wiarme auf 5—10 ccm ab. Den Riickstand gibt man in eine 
kleine Krystallisierschale, ]iBt den Rest des Athers bis zur 
Sirupskonsistenz freiwillig verdunsten und saugt im Exsiccator 
scharf ab. Der Sirup blaht sich dabei stark auf und es 
hinterbleibt eine schaumige Masse, die sich leicht zu einem 
schwach gelb gefairbten Pulver zerreiben und im Exsiccator 
trocknen laiBt. In absolutem Ather lésen sich von dem trocknen 
Pulver nur etwa 90°/,, auf Zusatz von ganz wenig Alkohol 
dagegen alles. Dampft man die absolut itherische Liésung 
wie oben beschrieben ein, so lisen sich von dem trocknen 
Riickstand wiederum nur etwa 90°), in absolutem Ather. 
Der Riickstand hat aber sonst genau die gleichen Eigen- 
schaften wie die geléste Saéure. Auch nach sehr scharfem 
Trocknen begann sie sich schon bei 75—80° zu zersetzen. 
Kine Fraktionierung durch partielles Ausfallen mit Hilfe von 
Petrolither aus der atherischen Lésung fiihrte eine Trennung 
nicht herbei, denn alle Fraktionen hatten dieselben Eigen- 
schaften. Sie stellten ein hellgelbes, aus kleinen kugligen 
Partikelchen bestehendes Pulver dar, das sich, auch nach 
wochenlangem Stehen im Exsiccator bei 15 mm, im Capillar- 
rohr bei etwa 80° zersetzte. Versuche, aus einer siedenden 
Ather-Petrolitherlésung Krystalle zu erhalten, schlugen fehl. 
Zur endgiiltigen Reinigung eignet sich daher das folgende Ver- 
fahren besser. Der abgesaugte, noch feuchte Niederschlag 
wird in siedendem Kisessig gelést und die Lésung noch heiB 
von harzigen ungelésten Partikelchen getrennt. Beim Erkalten 
scheidet sich ein schwach gelb gefarbtes Pulver ab, das ab- 
gesaugt und auf ‘lon getrocknet wurde. 

Weitere Mengen kénnen durch Zusatz von siedendem 
Wasser zur Mutterlauge bis zur beginnenden Tribung er- 
halten werden, beim Erkalten findet erneute Ausscheidung statt. 
Der Rest wird durch Wasser gefallt und nach Aufnahme in 
Ather wie angegeben aufgearbeitet. Das aus Eisessig abge- 
schiedene Priiparat zeigte bei starker VergréBerung ganz kleine 
Stibchen, die vielleicht als Krystalle anzusprechen sind, jeden- 
falls sind es ganz gleichmiBige, durch Form und GréBe cha- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 8 
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rakterisierte Gebilde. Im Capillarrohr erhitzt, beginnt sich 
der Stoff bei 135° dunkler zu farben und schmilzt scharf bei 
159—160°. Die stark chlor- und _ stickstoffhaltige Siure ist 
leicht léslich in Alkohol, Aceton, Chloroform, Benzol und Kis- 
essig, in Ather wie erwihnt, nur zu 90°/,, in Wasser, Petrol- 
iither und Ligroin ist sie unldslich. Die Lésung in Alkohol 
oder Aceton reagiert gegen feuchtes Lackmuspapier sauer, sie 
enthilt aber keine Chlorionen, solche treten auch nicht bei 
Zusatz von Wasser bis zur beginnenden Triibung und beim 
Kochen der Lésung auf. Mit ammoniakalischer Silberlésung 
oder mit Fehlingscher Lésung tritt keine Reduktion ein. In 
Natriumbicarbonat ist die Saéure unléslich, in 5°/,iger Soda- 
lésung ist sie sehr langsam, leicht in N-Alkalilauge, und zwar 
mit hellbrauner Farbe léslich, die beim Erwarmen dunkler, 
fast schwarzbraun, wird. Aus der alkalischen Lésung wird 
durch Saiuren wieder ein Stoff gefallt, das Filtrat enthalt jetzt 
reichlich Chlorionen, aber kein freies Chlor. Mit Formaldehyd- 
schwefelsiure, Diazobenzolsulfonsiure und p-Dimethylamino- 
benzaldehyd in salzsaurer Lisung entsteht keine Firbung; 
die Fichtenspanreaktion fallt nur beim Erhitzen mit Zinkstaub 
positiv aus. 

Zur Analyse wurden Priaparate verwendet, die durch Ab- 
dunsten der aitherischen Lésung (I), durch Fallung mit Petrol- 
‘ither (II) oder aus heiBem LEisessig (III) gewonnen worden 
waren. 


I. 0,1092 g Substanz (i. V.) gaben 0,1499 g CO, und 0,0373 g H,0 


0,1386 ¢ a ss 55  0,2105 g AgCl. 
9,380 mg sez, ‘ .. 0,369 cem N bei 12° und 731 65 
II. 10,001 mg __s,, .9 » 13,575 mg CO, und 3,430 mg H,0. 
9,890 mg si ™ ., 0,407 ceem N bei 13° und 733 B. 
11,827 mg __,, ‘ » 17,860 mg AgCl. 
IIT. 6,555 mg ___s,, - , 8,975 mg CO, und 2,240 mg H,0. 
8430mg ,, s », 0,859 cem N bei 15° und 753 B. 
10,677 mg ss, ” » 15,890 AgCl. 


Das Molekulargewicht wurde mit Praparat I und mit 
Aceton als Lésungsmittel (K = 16,7) durch die Siedepunkts- 
erhéhung bestimmt. 
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Aceton: 8,05 g. Fiir 0,2054 Substanz: 4 = 0,073”. 
» 0,3901 a A = 0,134°. 


C,H 0gNoCly. 
Ber. Mol.-Gew. 573,08.  37,71°/, C 3,52°/, H 4,899, N 37,13°/, Cl. 
I. Gef. 581 37,45 3,82 4,47 37,57 
604 
Il. 37,04 3,83 4,67 37,36 
Il. 37,35 3,82 4,91 36,82 


Zur Bestimmung der Basizitat wurde die Saure titriert, 
wobei sich ergab, daB bei Zimmertemperatur ein Chloratom, bei 
Wasserbadtemperatur 5 Chloratome abgespalten werden. Da 
die alkalische Lésung gefarbt ist, konnte der Umschlag mit 
Phenolphthalein nicht erkannt werden, etwas besser gelang das 
mit Hilfe von 'hymolphthalein. 

«) 18,26 mg Substanz wurden in 2,97 cem n/20-Natronlauge gelést. 

Nach 30 Minuten zuriicktitriert 1,13 cem n/20-Schwefelsiure. 

Verbraucht 1,84 cem n/20-Schwefelsiure. 

Aus dem Filtrat wurde das abgespaltene Cl’ als AgCl 

gefallt: 4,49 mg AgCl. 


C,gH2.0,N,Cl,. Ber. 6,18°/, fiir ein Chlor, 1,91 cem n/20 fiir 3NaOH. 


Gef. 6,09 1,84 
8) 21,97 mg Substanz verbrauchten 1,42 ecem n/20-NaOH, dann 
wurden im ganzen zugesetzt 2,8 
Nach 60 Minuten zuriicktitriert mit 0,75 n/20-H,SOQ,. 
C,,H,,O,N,Cl. Ber. fiir 2NaOH 1,52 cem, fiir 3NaOH: 2,2 cem. 
Gef. 1,42 2,05 
y) 20,68 mg Substanz verbrauchten 1,38 cem n/20-NaQH, dann 
wurden im ganzen zugesetzt 6,39 ,, is 30 Min. 
auf dem Wasserbade erhitzt u. zuriicktitr. 1,45 ,, n/20-H,SO, 


somit verbraucht 4,84 


C,,H,,O0,N,Cl. Ber. fiir 2NaOH 1,4 cem, fiir 7NaOH 4,9 cem. 
Gef. 1,38 4,84 
5) 21,82 mg Substanz wurden in 6,31 ccm n/20-NaOH geldst, die 
Lésung 60 Minuten auf dem Wasserbade erhitzt. Beim Zuriicktitrieren 
wurden verbraucht: 
0,65 cem n/20-H,SO,. 
Fiir 7 NaOH. Ber. 5,33. Gef. 5,66 ccm n/20-NaQH. 
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Um die Zweibasigkeit der Saéure, die aus den Ergeb- 
nissen der Titration hervorgeht, sicherzustellen, wurden Ver- 
esterungsversuche ausgefiihrt mit dem Resultat, daB bei Zimmer- 
temperatur durch Einleiten von Chlorwasserstoff in die methyl- 
alkoholische Lésung nur Monomethylierung, bei Wasserbad- 
temperatur dagegen Dimethylierung erreicht wird. 

1 g Hexachlorrubilinséure wurde in 20 ccm Methylalkohol- 
Kahlbaum gelést, die Lésung mit Kis gekiihlt und unter Aus- 
schluB der Luftfeuchtigkeit mit Chlorwasserstoff gesittigt, 
worauf sie iiber Nacht stehen blieb. Dann wurden aus der 
orange gefairbten Lésung ?/, des Alkohols unter vermindertem 
Druck abdestilliert, der Riickstand mit Wasser versetzt und 
mit Ather ausgeschiittelt. Die atherische Liésung wurde 
wiederholt mit 10°/,iger Sodalésung ausgeschiittelt, mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und in der iiblichen Weise eingedunstet. 
Ks hinterblieb 1 g Ester, der an 10°/,ige Sodalésung keine 
Substanz abgab, dagegen in n-Natronlauge fast vollstindig lés- 
lich war. Derselbe wurde in einer Mischung aus 2 Teilen Benzol 
nnd 1 Teil Petrolither durch Erhitzen gelést und schied sich 
beim Erkalten als kérniger, aber nicht deutlich krystallisierter 
Niederschlag aus. Aus der Mutterlauge wurde der Rest durch 
Zusatz von Petrolither gefillt. Nach dem Trocknen stellte er 
ein zitronengelbes Pulver dar, das sich beim Erhitzen bis etwa 
80° unter Aufblihen zersetzt. 


6,692 mg Substanz gaben 2,705 mg AgJ. 


8,736 ,, * » 18,005 ,, AgCl. 
C,9H.,0,N.Cl,. Mol..Gew. 587,06. 
Ber, 36,24°/, Cl 2,56 °/, CHg. 
Gef, 36,71 2.59 


b) Wird die methylalkoholische Lésung nach dem Sittigen 
mit Chlorwasserstoff 3 Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt und 
dann, wie angegeben, das Reaktionsprodukt in Ather iiber- 
fihrt, die atherische Lisung mit n/20-Natronlauge zur Ent- 
fernung noch saurer Anteile ausgeschiittelt, getrocknet und 
nach dem Kinengen mit Petrolither gefalit, so wird ein Di- 
methylester in Form eines citronengelben Pulvers erhalten, 
das aus lauter sehr kleinen, regelmaiBig angeordneten kugligen 





Beitrige zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 117 


Partikelchen besteht und sich bei etwa 80° aufbliht. Eine 
Probe ging erst beim Kochen mit n/20-Natronlauge in Lésung; 
organischen Lisungsmitteln gegeniiber wurden die gleichen 
Verhiltnisse wie bei der Saure festgestellt. Die vollstindige 
Veresterung war unter den angegebenen Bedingungen nicht 
erfolgt, so daf aus 1g der Saéure nur 0,35 g des Dimethyl- 
esters erhalten wurden. 
4,970 mg Substanz (i. V.) gaben 7,535 mg CO, und 2,115 H,0. 


6,640  ,, - e * 0,274 ,, N bei 18° und 744 B. 
8,940 ,, a , 11,200 ,, AgCl. 
7,485. ., . u » 6,210 ,, Agd. 


C.oH,;0,N,Cl,. Mol.-Gew. 582,62. 

Ber. 41,219, C 4,329 H 4,81°%, N  30,43%, Cl 5,16°/, CH, 
Gef. 41,36 4,76 4,64 30,99 5,31 

Aus der Analyse geht hervor, daB die Behandlung mit 
der Lauge nicht ohne Einflu8 geblieben ist, indem ein Chlor- 
atom durch Hydroxyl ersetzt worden ist. Wir haben es also 
mit dem Dimethylester der Pentachlor-oxy-rubilinsaure 
zu tun, welche Siure selbst unter entsprechenden Bedingungen 
erhalten werden kann. 

Die aus 2 g orange Bilirubin erhaltene rohe Hexachlor- 
rubilinséure wurde in 10 ccm n-Natronlauge unter Zusatz von 
60 com Wasser gelést, nach 30 Minuten wurde die Lésung 
filtriert und mit 11 cem n-Schwetelsiure wieder gefallt. Der 
entstandene Niederschlag lést sich in Ather, dem ein wenig 
Alkohol zugesetzt ist, glatt auf. Die dann mit Wasser ge- 
waschene und iiber Natriumsulfat getrocknete iitherische Lé- 
sung wurde bis auf 10 ccm abdestilliert, der Rest bei Zimmer- 
temperatur im Vakuum verdampft. Die gepulverte und ge- 
trocknete Substanz stellt ein stark gelb gefarbtes, amorphes 
Pulver dar, das sich schon bei 80° unter Aufblihen zersetzt. 
Die Ausbeute betrigt 0,6 g. Die Saure gibt an kalte Al- 
kalien kein Chlor mehr ab und zeigt dieselben Léslichkeits- 
verhaltnisse wie die hexachlorierte Siure. 


6,119 mg Substanz gaben 8,695 mg CO, und 2,155 mg H,0O. 

10,16 _,, My » 0,423 ,, N bei 18° und 736 B. 
8,57 ,, i » 0,358 , N , 19° , 752 B. 
0,1390,, ee  0,1750 AgCl. 
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C,,H,,0,N,Cl,. 

Ber. 38,969, C  3,82°/, H  5,05°/), N._—31,979/, Cl. 
Gef. 38,77 3,94 4,74 31,15 
4,66 

Die Titration mit Thymolphthalein als Indicator ergab fiir 
21,75 mg Substanz 2,84—1,54 = 1,30 ccm n/20-Natronlauge, 
ber. fir 2NaOH = 1,56 ccm. 

Beim Erwirmen mit Natronlauge auf dem Wasserbade 
wird Chlor herausgenommen, dabei tritt dunkle Farbung aut. 
Durch Sauren findet dann nur noch unvollkommene Fillung 
statt und Ather entzieht ihr Stoffe, die bisher nur in Form 
eines braunen Sirups erhalten wurden, der auch nach monate- 
langem Stehen im Exsiccator keine Neigung zur Krystalli- 
sation zeigte. 

Die Hexachlorrubilinsiure veriindert sich auch schon beim 
Aufbewahren, indem ein Verlust an Chlor eintritt. Rascher 
erfolgt derselbe beim Erhitzen im Vakuum, und zwar wird 
das Chlor als Chlorwasserstoff abgespalten, was durch einen 
mit Phloroglucinvanillinlésung getrankten Filtrierpapierstreifen 
nachgewiesen wurde, der sich intensiv rot firbte. Priaparat II! 
mit 37,2°/, Chlor: 

30 Minuten bei 0,1 mm Druck iiber Kaliumhydroxyd auf 
110° erhitzt: 


6,905 mg Substanz gaben 10,100 mg AgCl = 36,18°/, Cl. 
1 Stunde lang erhitzt: 
6,611 mg Substanz gaben 9,525 mg AgCl = 35,64°/, Cl. 


Bis zur Gewichtskonstanz erhitzt, was etwa 6 Stunden in 
Anspruch nahm: 


8,010 mg Substanz gaben 10,805 mg AgCl = 33,37°/, Cl. 
C,,H,,0,N,C1;. Mol.-Gew. 536,56. 

Ber. 33,40°/, Cl. 

Gef. 33,37 


wonach also 1 Mol. Chlorwasserstoff ausgetreten ist. Kine 
weitergehende Abspaltung von Chlorwasserstofi wurde bei 
einem Priparat beobachtet, das aus rotbraunem Bilirubin her- 
gestellt worden war. Es enthielt, im Vakuum getrocknet, 
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37,3°/, Chlor, verlor bei 15 mm und 90° 1,85°,, und enthielt 
dann noch 35,55°/, Chlor. 

95,435 mg verloren 1,77 mg AgCl. 

8,555 ,, gaben 12,275,, _,, 

Nach dem Erhitzen im Hochvakuum auf 110° bis zur 
Gewichtskonstanz gaben 5,680 mg Substanz 6,325 AgCl. 

C,,H,,0,N,Cl,. Mol.-Gew. 500,09. 

Ber. 28,36 °/, Cl. 
Gef. 27,55 

Auch bei der Einwirkung von konz. Schwefelsiure auf 
Hexachlorrubilinsiure diirfte eine Verainderung eintreten, die 
aber im Verlust von Wasser besteht, denn die wiedergewon- 
nene Substanz enthalt jetzt mehr Chlor. 

0,3 g wurden in 6 ccm konz. Schwefelsiure gelést. Die rot- 
braun gefairbte Lésung blieb iiber Nacht bei Zimmertemperatur 
stehen, wurde dann unter Hiskiihlung in 50 ccm Wasser einge- 
tragen. Das Reaktionsprodukt wurde in Ather iiberfiihrt und aus 
der getrockneten und eingeengten Lésung durch Petrolither 
gefiillt. Er hatte gelbe Farbe und glich in den Léslichkeits- 
verhiltnissen der Hexachlorrubilinsiiture, die Analysen weisen 
doch darauf hin, daB eine Wasserabspaltung eingetreten ist. 

14,735 mg Substanz gaben 22,585 mg AgCl. 


8,260. ,, es , ae. . 
4,553, i - (0,222 ecm N bei 18° und 739 B. 
C,3H,,0,N,Cl,. Ber. 5,06°/) N 38,40°/, Cl. 
Gef. 5,44 37,92 
38,07 


Kine Ammoniakverbindung der Hexachlorrubilinsaiure 
bildet sich beim Einleiten gasférmigen Ammoniaks in die 
itherische Liésung der Siure als schwach gelblich gefarbter, 
sehr fein verteilter Niederschlag, der nur auf einem gehirteten 
Filter gesammelt werden konnte. In vollkommen trockenem 
Zustande ist das Anlagerungsprodukt in Wasser ganz unlis- 
lich, ebenso in Chloroform, Benzol, Ather, Petrolither; in 
Alkohol und Aceton lést es sich auf. 

6,175 mg Substanz gaben 0,394 ccm N bei 19° und 745 B. 

C,,H,;0,N;Cl,. Ber. 7,12°/, N. 

Gef. 7,32 





a 
SS 
ot ts 
ae 
Sa 
& 
= 
2 


ect pce SRO eS ay FF ooh in 
oes Raa aed 5 a ae 


May! 
ie ar a: 








4 

: 
1 
fa 

A 
:: 
+. 
i] § 
i 
: 2 








120 W.Kiister und W. Herrmann, Zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 


Wird das Pulver mit Alkohl befeuchtet und dann mit 
Wasser versetzt, so finden sich im Waschwasser Ammoniak 
und Chlorionen. 

Die Reduktionsversuche mit Natriumamalgam in alkali- 
scher Lésung oder mit Zinkstaub in essigsaurer, fiihrten bisher 
nicht zu einem charakterisierbaren Stoff. Die Oxydation 
lieferte weder Methylathylmaleinimid, noch Hamatinsiure, auch 
nach vorausgegangener Reduktion wurde das Imid nicht er- 
halten, dagegen konnte Bernsteinsiure nach der Oxydation 
mit Bleidioxyd in schwefelsaurer Lésung isoliert werden, wo- 
nach es den Anschein hat, als sei der in der Hamatinsiiure 
nachgewiesene Propionsiurerest auch in der Hexachlorrubilin- 
siure noch vorhanden. Ein Versuch, die Siure zu acetylieren 
und Reaktionen auf die Gegenwart eines Carbonyls verliefen 
bis jetzt erfolglos. 


Stuttgart, im April 1922. 





Beitrage zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe des 
Blutfarbstoffs. 


Uber das Hamatin. 


Von 


William Kiister. 


Mitteilung aus dem Laboratorium f. organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart, nach Versuchen der Herren Dr. A. Gerlach, Dr.M. Schmid und Dipl.-Ing. 
W. Volkart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1922.) 


In einer fritheren Abhandlung!) war darauf hingewiesen 
worden, daB die Verwandlung eines Himins in ein Hamatin 
mit einer Umformung innerhalb des Molekiils verbunden ist, 
die primar beim Lésen in einer Lauge in einer Einlagerung 
von Wasser besteht, so daB sich das EKisen von dem einen 
Stickstoffatom eines Pyrrolkerns loslést, wihrend sekundir, und 
zwar beim Wiederanséuern, eine Abspaltung von Wasser ein- 
tritt, die in verschiedener Richtung verlaufen kann und u. a. 
zwischen Carboxyl und dem Hydroxyl am Kisen eintritt, wo- 
durch sich das Eisensalz einer Carbonsiure bildet. 


—COOH —COOH —COO- 
‘er P i 3 | f i | a: 
N—Fe—-N —»> NH HO-Fe—N —> NH £Fe—Nn 
= | ‘ / | , Pd | Ny 


Das Vorliegen eines primar gebildeten wasserreicheren 
Molekiils wurde bisher nur bewiesen durch die Analyse eines 
Silbersalzes, das aus der dialysierten Auflésung des De(hydro- 
chlorid)hamins in der berechneten Menge wiBrigen Alkalis 





) Diese Zs. Bd. 110, 8. 107 (1920); Chem. Ber. Bd. 53, 8. 627 (1920). 
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durch Silbernitrat gefallt worden war.') Ferner lag ein Ver- 
such vor, wonach ein Dimethyl(chlor)hamin durch Lésen in 
methylalkoholischer Lauge in ein Dimethylhimatin verwandelt 
wurde, ohne daf eine Verseifung eintrat.*) Da es aber nicht 
gelungen war, das Halogen des Himins quantitativ zu ent- 
fernen, wurde auf eine Analyse verzichtet. Bei einem neuen 
Priparat von Dimethyl(brom)himin konnte nun das Brom voll- 
stindig eliminiert werden und die Analyse des erhaltenen Di- 
methylhimatins ergab Werte, die mit den fiir ein wasser- 
reicheres Molekiil berechneten iibereinstimmten. Durch die 
Methylierung des Carboxyls war also die sekundire Wieder- 
abspaltung von Wasser verhindert worden, und so ist ein weiterer 
Beweis fiir die Auffassung des Vorgangs dahingehend erbracht, 
da8 durch starke Laugen eine grundsitzliche Verinderung im 
Haminmolekiil eintritt. Unter der Kinwirkung von Pyridin 
diirfte dagegen nur ein Ersatz des Halogens durch Hydroxy] 
eintreten, so daB ein Dimethylhydroxyhimin entsteht, das in 
Dimethyl(brom)himin zuriickverwandelt werden kann. Die 
weitere Vorstellung, wonach sich unter dem EinfluB der alko- 
holischen Lauge auch noch eine Umlagerung einstellen sollte 
in dem Sinne, daB sich beim Methylester eine Wanderung des 
Methyls zum Stickstoff vollziehe, womit Bindungswechsel Hand 
in Hand geht, bei dem ein Pyrrolenring zum Pyrrol-, ein anderer 
Pyrrolkern zum Pyrrolenring wird, hat sich ebenfalls durch 
einige Beobachtungen erhirten lassen. Zwar erreichte Herr 
Dr. Schmid nach dem Lésen seines Dimethylhimatins in 
Methylalkohol und Schwefelsiure und Fallen mit 30°/, iger 
Bromwasserstoffsiure keine weitere Methylierung, wohl aber 
gelang dies sowohl Herrn Dr. Gerlach wie Herrn Dipl.-Ing. 
Volkart mit ihren Priparaten bei Verwendung 66°/, iger Brom- 
wasserstofisiure. Die hierdurch gefallten Stoffe enthielten nicht 
weniger als 5 Methyle, von denen zwei leichter als die drei 
iibrigen abspaltbar waren*), wonach zunichst fiir das Himatin 


1) Diese Zs. Bd. 66, S. 203 (1910). 

*) Diese Zs. Bd. 82, S. 153 (1912). 

5) Herrn Dr. Schmid gelang iibrigens schon bei seinem Dimethy!- 
(brom)hamin die getrennte Bestimmung der beiden Methyle. 
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ein Bild gerechtfertigt erscheint, das 3 Pyrrolenringe mit 
basischem Stickstoff aufweist, an welchen eine Anlagerung von 
Methylbromid stattfinden kann. Ob man auch schon beim 
Himin dieselbe Anordnung annehmen darf, bleibt abzuwarten. 
Das erste') von mir aufgestellte Bild enthielt sie, und eine 
Stiitze fiir diese Vorstellung bietet die Existenz eines Tribrom- 
hydrats des «-Bromhimins.*) Es wird aber auch schon durch 
die Anlagerung des Bromwasserstoffs die Anordnung um das 
Kisen gestért, denn aus dem Tribromhydrat laiBt sich das 
Himin nicht unverindert zuriickgewinnen. Im Himatin ist 
diese Anordnung eine andere wie im Hamin, und es ist ver- 
stindlich, daB durch die Ablésung des Eisens von dem einen 
Stickstoffatom unter Anlagerung von Hydroxyl auch die anderen 
Stickstoffatome aus der Sphire des EKisens geriickt werden und 
ihre basischen Eigenschaften betaétigen kénnen. Wenn nun 
eine dreifache Methylierung am Stickstoff eintritt, so sollten 
4 Bromatome im Molekiil enthalten sein, da auch das Hydroxyl 
am Kisen durch Brom ersetzt sein mu. In der Tat sprechen 
die analytischen Befunde fiir diesen Bromgehalt, doch sind 
3 Bromatome schon beim allerdings sehr langen Auswaschen 
mit Wasser entfernbar. Die weitere Verfolgung dieser Um- 
setzungen, bei denen es sich herausstellte, daB die Vorbehand- 
lung, welche das Himatin erfahren hatte, auf den Ausfall der 
Resultate einen EKinfluB ausiibt, ist in Aussicht genommen. 


Experimenteller Teil. 


A. 1. Die Darstellung des Dimethyl(brom)himins erfolgte 
aus dem in Chloroform nicht léslichen Teil eines 6-Rohhamins, 
das aus dem Blut einer 8 jihrigen Fuchsstute gewonnen worden 
war. Die verwendete Fraktion stellte ein Gemisch aus Mono- 
methyl(brom)himin und Bromhimin zu gleichen Teilen vor 
(Methylgehalt 1,06°/,) und ergab unter der Kinwirkung von 
Anilin ein De(hydrobromid)produkt. 8,5 g desselben wurden in 





) Diese Zs. Bd. 82, S. 469 (1912). Auch P. Pfeiffer befiirwortet 
ein solches Bild (Organ. Molekiilverbindungen, S. 196, Stuttgart, bei 
F. Enke (1922). | 

2) R. Willstitter u. M. Fischer, Diese Zs. Bd. 87, S. 443 (1913). 
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400 ccm Methylalkohol Kahlbaum unter Zusatz von 40 Tropfen 
konz. Schwefelsaure gelist, die filtrierte Lésung '/, Stunde am 
RiickfluBkiihler gekocht und dann durch Eintragen von 25 ccm 
66°/,iger Bromwasserstoffsiure gefallt. Der abgenutschte 
Niederschlag wurde durch Methylalkohol von der Mutterlauge 
befreit, dann SO,”- und Br’-frei gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute 8,5 g. 


0,1072 g Substanz (105°) gaben 0,2340 g CO, und 0,0509 g H,0. 


3,990 mg a (105°) ,, 0,284 ecm N bei 20° und 740 B. 
0,1511 g Me (105°) ,, 0,0400 g AgBr (Carius). 
13,341 mg ___s,, (105°) ,, 8,160mg AgJ (Zeisel). 


C;¢H;,0,N,FeBr. 
Ber. 59,66°/, C 5,00°/, H 7,73°/, N 11,04°/, Br 4,14°), CH, 
Gef. 59,51 5,31 8,07 11,26 3,92 


Der Stoff ist in 5°/,iger Sodalésung auch bei 1/, stiin- 
digem Erhitzen im Wasserbade vollstandig unléslich, er lést 
sich leicht in Chloroform, Benzol und heiBem Eisessig, langsam 
in Aceton und Methylathylketon, sehr schwer in Methylalkohol, 
etwas besser in angesiiuertem, in Ather ist er unléslich. Aus 
kochendem Eisessig krystallisierte er in kleinen Nidelchen, 
ahnliche Formen zeigten sich bei der Behandlung mikro- 
skopischer Priparate mit Chloroform oder Methylathylketon. 

A. 2. 3 g dieses Dimethyl(brom)himins wurden mit 
14,5 com 5°/, iger methylalkoholischer Kalilauge und 400 ccm 
Methylalkohol 10 Minuten geschiittelt, die entstandene Lésnng 
wurde filtriert, das Filtrat mit 1 Liter Wasser versetzt und 
mit verdiinnter Essigsiiure angesiuert, wobei der Farbstofi 
sofort ausfiel und sich rasch absetzte. Die Ausbeute an sorg- 
faltig ausgewaschenem und im Vakuum getrocknetem Reaktions- 
produkt betrug 2,8 g. Der Stoff wurde von 5°/,iger Soda- 
lésung im Wasserbade nicht angegriffen, in 3°, iger Natron- 
lauge war er bei Zimmertemperatur unléslich, in der Hitze 
langsam léslich, Es war also keine Verseifung eingetreten, 
was die Analyse bestatigte. In Methylalkohol, Aceton, Methyl- 
‘ithylketon und Chloroform liste er sich leicht. Durch Ather 
wurden auch bei lingerer Extraktion nur sehr geringe Mengen 
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herausgelést, die sich als dimethyliert erwiesen [11,41 mg Sub- 
stanz (105°) gaben 7,35 mg AgJ = 4,1°/, CH,]. Der spride, 
nicht abfarbende, schwarz gefirbte, stahlglinzende Riickstand 
erwies sich dem Hiimatin ahnlich, war auch nicht krystallisiert 
zu gewinnen, begann aber bei 143° zu sintern und schmolz 
bei 151° zu einer schwarzen, glanzenden Masse. Die Analyse 
des bei 105° getrockneten Stoffs wies auf ein wasserreicheres 
Molekiil, das Halogen war vollstandig entfernt. 


9,250 mg Substanz gaben 21,670 mg CO,, 5,065 mg H,O und 
1,110 mg Fe,Q,. 


21,140 ,, u ‘ keine wiigbaren Spuren von AgBr. 
7,990 ,, a bs 5,830 mg AgJ (Mikro-Zeisel). 
7,665 ,, ° . 5,820 ,, AgJ. 


C,,H,,0,N,FeOH - H,0. 


Ber. 63,61°/, C 5,78°/, H 8,22°/, Fe 4,42°', CH; 
Gef. 63,91 6,18 8.39 4,45 
4,60 


Wie in der Einleitung erwahnt, kénnte sich nun auBer 
der Wassereinlagerung noch insofern eine Umlagerung eingestellt 
haben, als eine Abwanderung eines Methyls vom Sauerstoff 
zum Stickstoff eingetreten ist. Wenigstens liste sich ein zweites, 
bei kurzer Einwirkung von 2 ccm 5°/, iger methylalkoholischer 
Kalilauge und 80 ccm Methylalkohol auf 0,5 g des Dimethyl- 
(brom)himins in der Siedehitze erhaltenes Praparat des Hima- 
tins, das dem beschriebenen durchaus glich und auch noch 
2 Methyle enthielt, im feuchten Zustande leicht in 3°/, iger 
Natronlauge bei Zimmertemperatur auf, wurde jedoch beim 
‘Trocknen bei 90°, wobei eine Gewichtsabnahme gegeniiber der 
vakuumtrocknen Substanz nicht eintrat, wieder unldéslich, Im 
iibrigen bestitigte auch hier die Analyse die stattgefundene 
Wasseraufnahme. 


6,865 mg Substanz (90°) gaben 15,915 mg CO,, 3,477 mg H,O und 
0,795 mg Fe,O,. 

10,355. ,, , (90°) ,, 24,065 mg CO,, 5,200 mg H,O und 
1,220 mg Fe,Q,. 


Gef. 63,25°/,C 5,66"), H  8,09°/, Fe 
63,40 5,62 8,24 
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Bb. Dimethyl (hydroxy) hamin, 

0,5 g Dimethyl(brom)himin wurden in 10 ccm reinsten 
Pyridins gelést, die Lésung filtriert, wobei kein Riickstand 
blieb, und in 100 ccm Wasser eingetragen. Aus dieser kolloiden 
Lisung schied sich das Reaktionsprodukt beim Ansiuern mit 
Essigsiure sofort ab. Es wurde abfiltriert, ausgewaschen und 
im Vakuum getrocknet. Ausbeute 0,4 g. Bei einem zweiten 
Versuch mit 0,5353 g Substanz wurde das Brom im Filtrat 
bestimmt. Erhalten wurden 0,1287 g AgBr = 10,23°/, Br, es 
war also fast das gesamte Halogen des Himius abgespalten 
worden. Das im Vakuum getrocknete Himinpriparat, in 
Chloroform, Methylalkohol und Aceton leicht léslich, war von 
rotbrauner Farbe und zeigte den Himintypus, d.h. es erwies 
sich als abfarbend und war sehr voluminés. ‘Trocknen bei 
héherer Temperatur verinderte den Habitus, ohne daB eine 
Gewichtsabnahme stattfand; schon bei 70° trat ein Sintern 
ein und der Stoff erschien dann schwarz, glinzend und spride. 
Durch 5°/,ige Sodalésung wurde er auch im siedenden Wasser- 
bade nicht verindert, 3°/, ige Natronlauge léste auch erst beim 
Erhitzen und nur langsam. Die analytischen Resultate weisen 
darauf hin, daB im Gegensatz zu der Einwirkung methylalko- 
holischer Kalilauge beim Loésen in Pyridin keine Wasserein- 
lagerung eingetreten ist. Der fiir den Kohlenstoff ermittelte 
Wert ist allerdings um 1°/, zu hoch ausgefallen. 


5,780 mg Substanz (105°) gaben 14,085 mg CO,, 2,979 mg H,O und 
0,660 mg Fe,O,. 


5,195 ,, . (105°) ,, 38,265 mg AgJ (Mikro-Zeisel). 
C,,H,,0,N,FeOH. Ber. 65,35°/, C 5,64°/, H 8,44°/, Fe 4,54°/, CH, 
Gef. 66,46 5,77 7,99 4,10 


Das Priparat lieB sich auf folgendem Wege glatt in ein 
Dimethyl(brom)himin zuriickverwandeln: 

0,25 g Dimethyl(hydroxy)haimin wurden in 25 ccm reinem 
Aceton gelést und die siedende Lisung mit 3 ccm 30°), iger 
Bromwasserstoffsiure gefillt. Die rotbraune Fillung wurde 
nach 6 Stunden abfiltriert, zunichst mit verdiinnter Essigsiure, 
dann mit Wasser Br’-frei gewaschen und im Vakuum getrocknet. 


Das Praparat krystallisierte deutlich, und zwar in Spindeln, 
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erst nach mehrmaliger Behandlung mit Chloroform und Methyl- 
aithylketon. Bei der Herstellung eines zweiten Priparats, bei 
der das Lisen des Hydroxyhimins in 90°/, igem Aceton unter 
Zusatz weniger Tropfen 10°/,iger Schwefelsiure erfolgte, er- 
schien der nach Zusatz der 30°/, igen Bromwasserstofisiure 
beim Erkalten auftretende Niederschlag in kleinen Wiirfeln 
krystallisiert, die unter der Behandlung von Chloroform oder 
Methylithylketon ebenfalls in Spindeln iibergingen. Beide 
Praparate waren in hei®em EHisessig léslich, das beim Erkalten 
ausfallende Hiimin krystallisierte aber nicht deutlich, in an- 
gesiuertem Methylalkohol war das erste Priiparat etwas léslich, 
das zweite nicht, nach dreimonatigem Lagern wurde aber auch 
dieses langsam gelést. Das Verhalten gegen 5°/,ige Soda- 
léisung — auch beim Erhitzen trat keine Loésung ein — 
charakterisierte die Priparate als dimethyliert, was die Analyse 
bestiitigte. 

I. 6,680 mg Substanz (105°) gaben 14,529 mg CO,, 2,970 mg H,O 

und 0,741 mg Fe,0,. 


6,490 ., “ (105°) ., —-: 1,703 mg AgBr (Carius). 
3.860 .. . (105°) ., 2,291 ,, AgJ (Geisel). 

II. 7,085 ., “2 (105°) .. 15,580 mg CO, u. 3,432 mg H,0. 
6,585 .. . (1059) ., 1,720 ,, AgBr. 
5,275 ., , (105°) ., 3187 ., AgdJ. 


C.,,,H,,0O,N,FeBr. 
Ber. 59,66°/, C 5,00°/), H 11,04°,, Br 4,14°/, CH, 7,78°/, Fe 
I. Gef. 59,34 4,98 11,17 3.80 7,76 
Il. 59,97 5,38 11,11 3,81 — 

Beide Priparate weisen also die Zusammensetzung eines 
Dimethyl(brom)himins auf. Es muf aber doch noch dahin- 
cestellt bleiben, ob sie mit dem Dimethyl(brom)himin vollig 
identisch sind, von dem ausgegangen wurde, da letzteres z. B. 
aus kochendem Eisessig in Nidelchen krystallisierte. 

C. Die Methylierung des Himatins ist schon einmal 
Gegenstand unserer Untersuchungen gewesen. A. Greiner’) 
hatte nur ein Monomethylhimatin erhalten, wenn in alkalischer 
Lésung mit Dimethylsulfat gearbeitet wurde, beim Erhitzen 
desselben mit Dimethylsulfat und Methylalkohol dagegen den 


1) Diese Zs. Bd. 86, S. 190 (1913). 











128 William Kiister, 


Kintritt zweier weiterer Methyle beobachtet, wobei zu bemerken 
ist, daB dieses Resultat auf einer Bestimmung nach Zeise] 
beruhte. Nun erhielt Herr Volkart in alkalischer Lésung mit 
Dimethylsulfat sofort ein dimethyliertes Himatin. Sein Himatin 
hatte er aber aus alten Himatin- und De(hydrohalogen)himinen 
durch Lésen in Natronlauge und halbstiindiges Kochen der 
alkalischen Lésung und darauffolgende Fallung mit Essigsiure 
erhalten. Ich veranlaBte daher Herrn Dr. Gerlach zu einer 
Wiederholung der Versuche, und dieser erreichte bei einem 
Hamatin, das aus einem «@-Dimethylhimin durch Verseifung 
hergestellt war, aber immer noch etwa 1°/, Methyl enthielt, 
bei starker Kihlung und Verwendung von Natronlauge [i- 
methylierung, bei Verwendung von aus Formyl(hydroxy)himin 
gewonnenem Himatin auch bei Einhaltung niederer Temperatur 
nur Monomethylierung. Danach hat es den Anschein, als ob 
auch bei den Haimatinen ein Unterschied im Sinne des e- und 
des 8-T'ypus der Hiimine besteht, welch letzterem das Formy]- 
derivat zugehért. Hier diirfte analog den N-De(hydrohalogen)- 
haminen die Hisen-Stickstoffbindung (I) vorliegen, welche durch 
Alkalien nicht gesprengt wird, so daB im besten Fall ein mono- 
methyliertes Himatin entsteht. Die dem a-Typus entsprechenden 
Himatine enthalten neben der Betaingruppierung, die sich 
methylieren, aber nicht oder nur sehr schwer wieder verseifen 
laBt, das Kisensalz einer Carbonsiure, welche Bindung durch 
Alkalien gelést wird, worauf Methylierung stattfinden kann. 
Die gebildete Carboxymethylgruppe ist aber leicht zu_ver- 
seifen (II). 





—COOH —Co eo 80 
~, P if Mi ~*~ ra 
NH Fe—N NH  Fe—N 
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N NH 
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Um diese Vorstellungen sicherer zu gestalten, sind weitere 
Versuche geplant, bei denen namentlich auch auf individuelle 
Unterschiede geachtet werden soll. 
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1. Gewinnung eines dimethylierten Himatins 
(W. Volkart). 


Zur Verwendung gelangten 32,8 g Himin und De(hydro- 
halogen)himin aus friiheren Darstellungen, die z. T. einige 
Jahre alt waren. Sie wurden mit etwas Alkohol angerieben 
und so viel 1°/, ige Natronlauge hinzugefiigt, daB eine 1°/, ige 
Lésung des Farbstoffs entstand, was durch Schiitteln erreicht 
wurde. Die filtrierte Lésung wurde '/, Stunde im Kochen er- 
halten und nach dem Filtrieren durch Essigsiure das Himatin 
gefaillt. Dasselbe war frei von Methyl. Ausbeute 30,6 g. 

25 g dieses Himatins wurden mit 32 g Kaliumhydroxyd 
in 2400 com Wasser gelést, die Lésung auf 4 Arzneiflaschen 
verteilt und jede nach Zugabe von 8 g Dimethylsulfat 
21/, Stunden lang geschiittelt. Dann wurden nochmals 4 g 
Dimethylsulfat hinzugegeben und das Schiitteln so lange fort- 
gesetzt, bis der Farbstoff ausgefallen war, was wieder etwa 
21/, Stunden in Anspruch nahm. Der abfiltrierte Niederschlag 
wurde zunichst mit verdiinntem Methylalkohol, dann mit Wasser 
SO,"-frei gewaschen, auf FlieSpapier und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 25,5 g. Es erwies sich als dimethyliert: 


5,991 mg Substanz gaben 3,329 mg AgJ. 
4,196 ,, : » 2,184 , AgJ. 
C.,Hs,0,N,Fe. Ber. 4,54°/, CH, 
Gef. 3,54 u. 4,23°/, CH, 


Das Dimethylhimatin gleicht ‘uBerlich dem Hamatin, 
bildet also amorphe, dunkelstahlblaue, metallisch glanzende 
Stiicke, die sich leicht zu einem schwarzen Pulver zerreiben 
lassen. Es ist bei Zimmertemperatur in 5°/,iger Soda un- 
léslich, wihrend es sich beim Erhitzen list, wobei Verseifung 
eines Methyls eintritt. Es ist in Eisessig und Chloroform 
leicht léslich, in Aceton, Methyl- und Athylalkohol lést es sich 
erst auf Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure. Aus diesen 


Lisungen wird es durch Salzsiure als Pseudohimin gefiallt. 
Die Verseifung wurde zuerst mit alkoholischer Lauge ver- 
sucht, doch gingen auch beim Kochen am RiickfluBkihler nur 
Spuren des Hamatins in Lisung. Dann wurden 0,3 g Dimethyl- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 9 
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himatin in 50 ccm heifer, 5°/, iger Sodalésung gelést und die 
Lésung 20 Minuten im Sieden erhalten. Die nach dem Er- 
kalten filtrierte Lésung wurde durch Essigsiure gefallt. Der 
hierdurch entstandene Niederschlag war in 5°/, iger Sodalésung 
leicht mit rotbrauner Farbe léslich und erwies sich als mono- 
methyliert: 


8,609 mg Substanz (i. V.) gaben 3,145 mg AgJ. 
4,906 ,, ” (Cy) 9 1,800 ,, AgJ. 


C,;H,,0,N,Fe. Ber. 2,32°/, CH, 
Gef. 2,33 u. 2,34°/, CH, 


Ks ist also bemerkenswert, daB vdéllige Verseifung hier 
nicht stattgefunden hatte, was wiederum die Verschiedenheit 
der beiden sauren Gruppen anzeigt und auch die Deutung 
zulaBt, daB das zweite Methyl an Stickstoff gebunden ist. 


2. Die Methylierung des Dimethylhimatins in saurer 
Lésung 


erfolgt sehr leicht. 5 g werden in 250 ccm Methylalkohol- 
Kahlbaum mit Hilfe von 50 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure 
gelést, die filtrierte Lésung etwa '/, Stunde im Sieden erhalten 
und dann mit 66°/, iger Bromwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,78) 
in der Hitze gefallt. Der braun gefairbte Niederschlag wird 
nach dem Erkalten abgenutscht, die Mutterlauge durch ver- 
diinnten Methylalkohol verdrangt und dann mit kaltem Wasser 
SO,"-frei gewaschen, was bei diesem Praparat rasch erfolgte. 
Der auf FlieBpapier und dann im Vakuum getrocknete Farb- 
stoff war nun in viel Methylalkohol léslich, leicht léslich in 
Chloroform, unldslich in Ather, lieB sich auch nicht in Ather 
durch Zusatz desselben zur methylalkoholischen Lésung und 
Weegwaschen des Alkohols iiberfiihren. Er ist ferner unlislich 
in 5°/,iger Sodalésung bei Zimmertemperatur, beim Erhitzen 
lést er sich allmihlich, und bemerkenswert ist die Léslichkeit 
in 1°/,iger Natronlauge. Entsprechend der hohen Ausbeute 
von 8g ergab die Analyse einen Bromgehalt von etwa 29°/, 
und zudem das Vorhandensein von 5 Methylen. 
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0,1562 g Substanz (i. V.) gaben 0,1056 g AgBr. 


5,080 mg (, ) 4 2,536 mg AgJ (Zeisel). 

2,861 ,, ” (» ) ” 1,305 ,, AgJ. 

ae, » te) » SS, ae 

3,416 ,, 2 (, ) 5 8,694 , AgJ (Methylimid nach 
Herzig-Meyer). 

3,670 ,, » bCeb » 2. oo 


C,gH,,0,N,FeBr,. 
Ber. 29,1 °/, Br —-2,97°/, CH, (20CH,) _—-7,45°', CH, (3N- CH,) 


Gef. 28,77 3,18 6,90 
2,91 7,43 
2,92 


Aus diesen Analysen kann also auf die Anwesenheit von 
2 Methoxyl- und von 3 Methylimidgruppen geschlossen werden, 
und man kénnte den entstandenen Stoff als ein Dimethyl- 
(brom)himiniumtri(methylbromid) bezeichnen. Er spaltet nun 
schon beim Schiitteln mit einem UberschuB 1°/, iger Natron- 
lauge, in welchem er sich, wie erwahnt, schon bei Zimmer- 
temperatur lost, nicht nur das gesamte Brom ab, sondern wird 
auch weitgehender verseift als das Dimethylhimatin selbst, 
wohl ‘ein Beweis dafiir, daB beim Kochen der sauren Lésung 
die EKisenstickstoffbindung gelést worden ist, wonach sowohl 
die beiden nun vorhandenen Carboxymethyle verseift, als die drei 
angelagerten Methylbromidmolekiile wieder abgespalten werden. 

Etwa 0,5 g (auf der Handwage abgewogen) wurden mit 
iiberschiissiger 1°/, iger Natronlauge 2 Stunden geschiittelt, dann 
wurde die Lésung mit Essigsiure angesaiuert. Im Filtrat des 
hierdurch gefallten Farbstoffs wurde das Br’ bestimmt, er- 
halten wurden 0,345 g AgBr oder etwa 29°/, Br. Eine Zeisel- 
bestimmung im entbromten Farbstoff ergab 1,08°/, CH, (3,542 mg 
Substanz gaben 0,598 mg AgJ). Eine nochmalige Behandlung 
mit Natronlauge setzte den Gehalt an Methyl nicht weiter 
herab (6,848 mg Substanz gaben 1,226 mg AgJ = 1,14°/, CH,). 


3. Methylierung eines zweiten Hamatinpraparats 
(Dr. Gerlach). 


Dasselbe wurde gewonnen aus einem Dimethyl(chlor)hamin 
durch Kochen mit Natronlauge und enthielt noch 1,11°/, CH,. 
g* 
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4,8 g dieses Himatins wurden in einer Lésung von 6,15 ¢g 
Kaliumhydroxyd in 460 g Wasser geliést und mit 6,15 g Di- 
methylsulfat 4 Stunden lang bei 17° geschiittelt, weitere 5 ¢ 
Dimethylsulfat zugegeben und das Schiitteln noch 3 Stunden 
fortgesetzt. Der nun vollstindig ausgeschiedene Farbstoff wog 
nach dem Auswaschen und Trocknen im Vakuum noch 4,8 g. 
Er war bereits in Sodalésung bei Zimmertemperatur ldslich 
und enthielt nur 1,28°/, CH, [0,1823 g Substanz (i. V.) gaben 
0,0365 g AgJ]. Die Methylierung war also nicht gelungen. 
Sie wurde daher wiederholt vorgenommen, das Schiitteln jedoch 
auf 24 Stunden ausgedehnt. Der Farbstoff liste sich auch 
jetzt noch in Soda bei Zimmertemperatur, enthielt nun aber 
1,93°/, CH, (0,1140 g Substanz (i. V.) gaben 0,0344 g AgJ]. 
Dimethylierung des Himatins gelang endlich bei niederer Tem- 
peratur und Verwendung von Natronlauge. 


Das Himatin wurde durch 4,5 g Natriumhydroxyd und 
460 ccm Wasser gelést, 6,15 g Dimethylsulfat hinzugegeben, 
die diese Lésung enthaltende Flasche in einer Blechbiichse in 
His gepackt und 4 Stunden, nach Zugabe weiterer 5 g Dimethyl- 
sulfat wurde eine weitere Stunde geschiittelt. Der nun voll- 
stiindig ausgefallene Farbstoff wog nach dem Filtrieren, Waschen 
und Trocknen im Vakuum 4,5 g und zeigte sich bei Zimmer- 
temperatur bestindig gegen 5°/, ige Sodalésung; beim Erhitzen 
léste er sich allmahlich auf. 


0,1234 g Substanz (i. V.) gaben 0,0789 g AgJ = 4 09°/, CH. 


4. Im Gegensatz zu diesem Priparat gelang es bei einem 
aus Formyl(hydroxy)hamin durch zweimaliges Lésen in 1°/, iger 
Natronlauge und Fallen mit Schwefelsiure erhaltenen Himatin, 
das keinen Methylgehalt mehr aufwies, nicht die Dimethylierung 
zu erreichen, auch nicht unter Einhaltung tiefer Temperatur. 
Der erste Versuch wurde mit einem 14 Tage alten Himatin- 
praparat bei 17° ausgefihrt. 0,6147 g Formyl(hydroxy)himin 
hatten 0,5886 g Himatin geliefert, das methylierte Hamatin 
wog 0,57 g, war bestindig gegen 5°/,ige Sodalisung bei 
Zimmertemperatur, beim Erhitzen léste es sich auf. In His- 
essig und Chloroform war es leicht lislich, ebenso in angeséuerten 
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Alkoholen oder Aceton. Die Analyse ergab 2,26°/, CH,, es 
hatte also nur Monomethylierung stattgefunden [0,1160 g Sub- 
stanz (i. V.) gaben 0,0410 ¢g AgJ]. 

Der zweite Versuch mit 0,37 g Haimatin, das aus 0,39 g 
Formyl(hydroxy)himin frisch gewonnen war, unter Hiskiihlung 
durchgefiihrt, ergab wieder nur ein Monomethylhimatin, aller- 
dings war Kalilauge verwendet worden. 


0,1740 g Substanz (i. V.) gaben 0,0618 g AgJ = 2,27°/, CHsg. 


5. «) Das unter 3. aufgefiihrte Dimethylhamatin wurde 
nun in derselben Weise, wie es bei dem Versuch von Volkart 
beschrieben worden ist, in methylalkoholisch -schwefelsaurer 
Liésung 1'/, Stunde am RiickfluBkiihler gekocht und dann 
durch 5 ccm 66°/, iger Bromwasserstofisiure gefallt, worauf 
das Erhitzen noch 10 Minuten fortgesetzt wurde. Der in sehr 
feinen, braunen Flocken abgeschiedene Farbstoff wurde nach 
20 stiindigem Stehen abgesaugt, die Mutterlauge durch Methyl- 
alkohol verdrangt und dann mit Wasser gewaschen. Er gab 
auBerordentlich lange Br’ an das Waschwasser ab, so daB etwa 
7 Liter Wasser erforderlich waren, ehe das Br’ verschwunden 
war. Ausbeute nach dem Trocknen im Vakuum 5g. Der 
Stoff erwies sich als léslich in Alkohol, Aceton, Chloroform, 
er war unléslich in Soda bei Zimmertemperatur sowohl, wie 
beim Erhitzen, auch in 1°/, iger Natronlauge léste er sich erst 
in der Warme. 


I. 0,0916 g Substanz (i. V.) gaben 0,0900 g AgJ (Zeisel). 


0,3570¢ 4 (yy ) » 0,8885 g AgJ bis 140° u. 0,2109g 
AgJ iiber 140° (Herzig-Meyer). 

0,1033 g - (,,) 4 0,0248 g AgBr u. 0,0109 g Fe,0, 
(Carius). 


8) Eim genau auf gleiche Weise aus 0,5 g des aus For- 
mylhimin hergestellten monomethylierten Himatins herge- 
stelltes Priparat lieferte 0,55 g eines Stoffs, der dieselben 
Eigenschaften wie der unter a) beschriebene aufwies. Bei der 
Bestimmung der Methoxyle neben den Methylimiden wurden, 
da die Temperatur schon anfangs auf 160° stieg, 4 Methoxyle 
und nur 1 Methylimidgruppe gefunden. Bei der Wiederholung 
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wurde nur bei 140° gehalten und dabei 3 Methoxyle abgespalten. 
Es scheinen demnach 8 Methylimide vorhanden zu sein, deren 
Abspaltbarkeit bei drei verschiedenen Temperaturen liegt, die 
erste schon unter 140°, die zweite zwischen 140—160°, die 
dritte erst bei etwa 200°.}) 
II. 0,2818 g Substanz (i. V.) gaben 0,3496 g AgJ bis 160° u. 0,0929 ¢ 
AgJ iiber 160°. 
0,2137 g » (Cs ) 4 0,2041 g AgJ bis 140° u. 0,1233 g 
AgJ iiber 140°. 
C,,H,,0,N,Fe - Br.*) 
Ber. 9,74°/, Br 6,81°/, Fe 3,67°/, f.20CH, 5,50°/, f. 3N-CH, 


I. Gef. 10,22 7,38 6,42 
6,07 und 3,78 
II. 7,94 , oi 
6,11 » 8,69 


1) Dafiir, daB N-Methyle schon durch siedende Jodwasserstoffsiiure 
abgespalten wurden, liegen Beispiele vor. Vgl. M. Busch, Chem. Ber. 
Bd. 35, S. 1565 (1902). 

*) Die Formel ist unter der Voraussetzung, da8 3 Bromatome des 
Volkartschen Produkts durch Hydroxyl ersetzt wurden, aufgestellt, ob 
sie zutreffend ist, steht noch aus. 





Uber einige Pyrrolderivate. 


Von 


William Kiister. 
Nach Versuchen der Herren Dr. Weber, Dipl.-Ing. Maurer, 
Niemann, Schlack, Schlayerbach und Willig. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der 
Techn. Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Mai 1922.) 


Gelegentlich von Untersuchungen, die eine Synthese der 
Himatinsiure bezweckten oder in die Konstitution der pros- 
thetischen Gruppe des Blutfarbstoffs, bzw. des Gallenfarbstoffs 
an der Hand einfacher gebauter Stoffe von bekannter Konsti- 
tution weitere Einblicke verschaffen sollten, wurden einige be- 
kannnte Pyrrolderivate in ihren Umsetzungen studiert und 
hierbei auch neue Abkémmlinge aufgefunden, die nicht un- 
interessant sind, und daher beschrieben werden sollen. 


I. A. a) 2,4-Dimethylpyrrol-3,5-dicarbonsduredthylester 
(W. Weber). 


Nach der Vorschrift von L. Knorr?) bzw. L. Marchlewski- 


J. Robel*’) wurden 33°/,, nach der Vorschrift von L. Knorr- — 


K. Hess*) wurden 68°/, Ausbeute erhalten. Durch Einwir- 
kung alkoholischer Lauge wird in der Hauptsache nur das 
a-stindige Carbithoxyl verseift, bei Einsatz von 5g des Pyrrols 
und bei Verwendung von 50g 96°/,igen Alkohols, der 1,7 g 
Kaliumhydroxyd enthilt, dauert die Verseifung 7—8 Stunden, 





‘') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 236, 8. 318 (1886). 
2) Chem. Ber. Bd. 43, 8. 261 (1910). 
8) Chem. Ber. Bd. 45, S. 2629 (1912). 
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bei Verwendung einer 10°/, igen alkoholischen Lauge nur eine 
Stunde, die Ksterséure wird in einer Ausbeute von 90°), er- 
halten. Bei der Bestimmung des. Athoxyls nach Zeise] 
werden beide Carboxithyle verseift. Hierbei konnte auch nicht 
beobachtet werden, daB die Abspaltung der Athyle nach- 
einander erfolgt, sie begann einige Minuten nach dem Er- 
reichen der Siedetemperatur des Jodwasserstoffs und war in 
15 Minuten beendet.?) 


0,1165 g Substanz (i. V.) gaben 0,225 g AgJ. 


C,.H,,0,N. Ber. 24,3 PF C.H;. 
Gef. 23,9 


b) 2,4-Dimethylpyrrol-3,5-dicarbonsduremethylester 


wurde in einer Ausbeute von 6g aus 25 ¢ Acetessigsiure- 
methylester erhalten. Bei 174—175° schmelzende Nadeln 
aus verdiinntem Alkohol, leicht léslich in starker Essigsiiure. 
Alkohol und Ather, ein wenig léslich in heiBem Wasser. 


0,229 g Substanz (i. V.) gaben 0,473 g CO, und 0,128 g H,O. 


0,135 g a (i. V.) 5 Seem N bei 20° und 736 B. 
0,125 g “ (.%.) ,, 0,276 g AgJ. 
Se ee ae ee 
C,,H,,0,N. Bee 36874, C 626%, H 6,63°/, N 14,2°/, CH. 
Gef. 56,33 6,25 6,53 14,14 


c) 2,4-Dimethylpyrroldicarbonsaure-3-athyl-5-methylester. 


1. Darstellung. 12 g Acetessigsiuremethylester werden 
in 150 ccm Eisessig gelést und in die eiskalte Liésung 7,5 g 
Natriumnitrit in wiBriger Lésung eingetragen. Hierauf werden 
13 g Acetessigsiureithylester zugegeben und das Gemisch mit 
100 g Zinkstaub reduziert. Das Filtrat wird in kaltes Wasser 
eingetragen, wobei sich der Ester in weiBen Flocken abscheidet, 
die aus Alkohol umkrystallisiert werden kénnen. Farblose, 
bei 158° schmelzende Nadeln, die in heiBer Essigsiiure, Al- 
kohol und Ather leicht léslich sind. Ausbeute 11 g. 





') Bei einem Dimethyl(brom)himin konnten die beiden Methyle 
getrennt bestimmt werden. 
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0,158 g Substanz (i. V.) gaben 0,339 g CO, und 0,093 g H,0. 
0,1825 ¢ ss, (i. V.) ,, 10,0cem N bei 21° und 741 B. 
0,120¢g ,  £4x(i. V.) 4, 0,1077 N(CH,),J und 0,1138 (CH,), 


N-C,H,J. 
C,,H,,0,N. Ber. 58,66°/, C 6,66°/, H 6,22°/, N 12,88°/, C,H, 6,66°/, CH, 
Gef. 58,51 6,58 6,07 12,75 6,69 


2. Darstellung (Willig). Aus 14,5 g isonitrosoacet- 
essigsaurem Methyl, das in einer Ausbeute von 75 °/, als gelb- 
liches Ol von saurer Reaktion erhalten wurde), und 13 g Acet- 
essigsiureithylester, gelést in 150 g absolutem Alkohol durch 
Reduktion mittels Natriumamalgams, Ausbeute 15 g des 
Pyrrols. Bei der Bestimmung der Alkyle nach Zeisel werden 
Athyl und Methyl zu gleicher Zeit abgespalten, das in @-Stellung 
befindliche Methyl allerdings rascher. Die Substanz wurde 
mit 10 ccm Jodwasserstoff (spez. Gew. 1,7) erwarmt, die Vor- 
lagen enthielten je 15 ccm 10°/,ige alkoholische Trimethyl- 
aminlésung. 

0,2292 g Substanz (i. V.) nach 4), Std. bei 130° Badtemperatur 

gaben 0,0372 ¢ (CH,),NJ = 4,8 °/, CH, 
0,0794 g (CH,),N-C,H,J = 4,67 °/, C,H;. 
nach 1'/, Std. bei 130—170° Badtemperatur gaben 
0,0096 g (CH,),N-J = 1,2°/, CHs, 
0,1155 ¢ CH,),N-C,H,J = 6,76 °/, C,H. 
C,,,,0,N. Ber. 6,66 °/, CH, 12,88 °/, CH; 
Gef. 6,0 11,43 


d) 2,4-Dimethylpyrroldicarbonsiure-3-methyl-5-cthylester. 

1. Darstellung in essigsaurer Lésung aus 6,5 g isonitroso- 
acetessigsaurem Athyl und 5,8 g Acetessigsiuremethylester. 
Ausbeute: 3,5 g. 

Farblose Nadeln aus Alkohol, leicht léslich in heifer 
Essigsiure, Alkohol und Ather, unléslich in Wasser. Schmelz- 
punkt 119—120°. 


0,111 g Substanz (i. V.) gaben 0,238 CO, und 0,064 H,0. 

0,117 g ms (i. V.) 4, 6,5 ecem N bei 22° und 742 B. 

0123¢ 4 (i. V.) 4, 0,117 g(CH,)N-C.H,-J und 0,1088 g 
(CH,),N+J. 





1) Nach dem fiir den Athylester angegebenen Verfahren. S. Wleiigel, 
Chem. Ber. Bd. 15, S. 1050 (1882). 
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C,,H,,0,N. Ber. 58,66°/, C 6,66°/, H 6,22°/, N 12,88°/, C,H, 6,66°/, CH, 
Gef. 58,47 6,45 6,11 12,76 6,58 

2. Darstellung (Willig) aus 16 g Isonitrosoacetessigester, 
der nur als Ol erhalten wurde, und 12g Acetessigsiuremethyl- 
ester in alkoholischer Liésung durch Reduktion mittels Natrium- 
amalgams. Ausbeute 12 g. 

Bei dem Versuch zur getrennten Bestimmung der Alkyle 
wurden Methyl und Athyl gleichzeitig abgespalten und zwar 
fast das gesamte Methyl zuerst, trotzdem es in 8-Stellung steht. 

0,3254 g Substanz (i. V.) 20° Badtemperatur 130° gaben 0,0612 ¢ 


(CH,;),NJ + 0,0134 (CH,),N-C.H,J. 
1° Badtemperatur 130—170° gaben 0,005 g (CH,),NJ + 0,0212 ¢ 


(CH,),N-C,H,J. 
C,,H,;0,N. Ber. 12,88 °lo C,H; 6,66 "la CH, 
Gef. 4,11 + 6,64 (10,75) 5,6 + 0,45 (6,05) 


I. B. Entgegen den Resultaten bei der Einwirkung von 
Jodwasserstoff erfolgt bei der Verseifung durch alkoholisches 
Kali stets die Abspaltung des Alkyls des «-stiindigen Carboxyls. 


a) 2,4-Dimethyl-3-carboxathylpyrrol-5-carbonsdure. 


Die Verseifung des 2,4-Dimethylpyrrol-3,5-dicarbonsiure- 
ithylesters oder des 2,4-Dimethylpyrroldicarbonsiure-3-iithyl- 
5-methylesters erfolgt am besten mit einer 10°/,igen Lauge 
in 96°/,igem Alkohol, sie ist bei Verwendung von 5g des 
Pyrrols in etwa einer Stunde beendet. Ausbeute: 90°/, des 
verwendeten Pyrrols. Farblose Nadeln aus Alkohol. Schmelz- 
punkt und Zersetzungspunkt 202°. 


0,097 g Substanz (i. V.) gaben 0,107 g AgJ. 


C,,H,,0,N. Ber. 18,75 °/) C,H, 
Gef. 13,65 
Titration: 0,185 g Substanz erforderten 8,7 ccm n/10-KOH, berechnet 
8,77 cem. 


b) 2,4-Dimethyl-3-carborymethylpyrrol-5-carbonsaure 


durch Verseifung des 2,4-Dimethylpyrrol -3,5 -dicarbonsdure- 
methylesters oder der 2,4-Dimethylpyrroldicarbonsiure-3-methy!- 
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5-iithylesters zu erhalten.1) Farblose Nadeln aus Alkohol, die 
unter Zersetzung bei 182° schmelzen und in Essigsiure, Al- 
kohol und Ather leicht léslich sind. 
0,147 g Substanz (i. V.) gaben 0,295 g CO, und 0,078 g H,0. 
0,1575 g ” (i. V.) 4, 10cem N bei 20° und 741 B. 
0,0995¢  , (i. V.) 4, 0,102 ¢ (CH,),N-J. 
C,H,,0,N. —_ Ber. 54,829, C 5,58°/, H 7,10°%, N 7,61 °%/, CH, 
Gef. 54,73 5,93 7,04 7,64 


Titration: 0,177 g Substanz erforderten 16 — 7,2 = 8,8 n/10-KOH, 
ber. 8,8 ccm. 


I. C. a) 2,4-Dimethyl-3-carboxathylpyrrol. 

Die Darstellung erfolgte nach den Angaben von Knorr?) 
Ausbeute 52°/, des Pyrrols. 

0,323 g Substanz (i. V.) gaben 0,450 g AgJ. 

C,H,,0,N. Ber. 17,4 °/, C,H, 

Gef. 17,24 

Das Vorliegen einer freien q@-Stellung, das bisher noch 
nicht ganz sicher bewiesen war, wurde durch Herstellen eines 
Azofarbstoffs und eines Pyrokolls bewiesen. 


1. 2,4 Dimethyl-3-carboxathylpyrrol-5-azobenzolsulfonsdure. 

1,6 g 2,4-Dimethyl-3-carboxithylpyrrol werden in 20 ccm 
absolutem Alkohol gelést, 1,6 g Diazobenzolsulfonsiure in 
200 com Wasser gelést, zugegeben und heftig durchgeschiittelt, 
wobei sich die Lésung rot farbt.. Auf Zusatz von 10 ccm 
n/10-Salzsiure scheidet sich der Farbstoff aus und kann ab- 
filtriert werden. Zur Reinigung wird er in 15 ccm n/10- 
Natronlauge gelést und mit 15 ccm n/10-Salzsiure wieder ge- 
fallt. Rotes Pulver, an der Luft unbestindig, gibt die Ehr- 
lichsche Reaktion nicht, zeigt alle Eigenschaften, die 
H, Fischer’) fiir einen «-Pyrrolazofarbstoff fordert, kuppelt 





1) Bei der Verseifung entsteht ein schwer lésliches Kaliumsalz in 
sehr geringer Menge; es diirfte der isomeren Saure (2, 4-Dimethyl-5-carb- 
oxymethylpyrrol-3-carbonsiure zugehéren. Sie ist in Wasser unléslich, 
aus Alkohol werden Nadeln vom Schmelzpunkt 203—204° erhalten. 

| *) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 236, S. 290 (1886). 

8) Chem. Ber. Bd. 44, S. 3316 (1911); Bd. 45, S. 1919 (1919). Diese Zs. 

Bd. 76, S.478 (1912). 
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z. B. nicht mit diazotierter 1,8-Amidonaphthol-4,6-disulfon- 
siure, wonach keine Diazoaminoverbindung vorliegen kann. 


0,212 g Substanz gaben 0,140 g BaSQ,. 
C,;H,,0,N,S8. Ber. 9,115 %/y 8 
Gef. 9,11 


2. 2,4-2',4'-Tetramethyl-3, 3’-dicarboxathylpyrokoll. 


6 g 2,4-Dimethyl-3-carboxyathylpyrrol-5-carbonsiure werden 
mit 60 ccm Essigsiureanhydrid eine Stunde unter Riickflub 
im Sieden erhalten. Nach kurzer Zeit list sich die Estersaiure 
und die Fliissigkeit farbt sich gelb. Beim Erkalten fallt ein 
Teil des gebildeten Anhydrids aus. Das iiberschiissige Essig- 
saureanhydrid wird im Vakuum abdestilliert und der Riick- 
stand aus siedendem Hisessig umkrystallisiert. Das Pyrokoll 
krystallisiert in farblosen Nadeln, die in kaltem und heifem 
Wasser, Alkohol, Ather und in kaltem Eisessig unléslich sind 
und bei 257—258° schmelzen. Ausbeute 3,4 g. 

0,197 g Substanz (i. V.) gaben 0,447 g CO, und 0,101 g H,0. 

0,115 g ™ (i. V.) ,, 7,4 cem N bei 21° und 747 B. 

0,254 g “ (i. V.) 4, 0,3071 g AgJ (Anfang der Abspal- 

tung nach 40’, Dauer 15’. 
C,,H230,Ne. Ber. 62,16 °/, C 5,70% H 7,25°%, N 15,0 9%, C,H; 
Gef. 61,90 5,73 7,20 14,96 


I. C. b) 2,4-Dimethyl-3-carboxymethylpyrrol. 


2,4-Dimethyl-3-carboxymethylpyrrol-5-carbonsiure wird in 
einem Fraktionskélbchen iiber freier Flamme auf 182° erhitzt. 
Beim Schmelzen der Substanz spaltet sich Kohlendioxyd ab, 
die braunrot gefarbte Schmelze erstarrt beim Erkalten krystal- 
linisch und wird aus Alkohol unter Zusatz von Tierkohle 
einige Male umkrystallisiert. Ausbeute 45°/,. Ist leicht léslich 
in Alkohol, Aceton und Ather. 


0,134 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,308 g CO, und 0,086 g H,0. 

0,123 g 3 (i. V.) 4,  10,2cem N bei 22° und 744 B. 

0135g 4 @&V) 4 0,206 g AgdJ. 

C,H,,0.N. Ber. 62,74 9/, C 1,19°%/9 H 9,15%, N 9,8 °/, CH; 
Gef. 62,68 7,17 9,14 9,77 
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2. 2, 4-Dimethyl-3-carboxymethylpyrrol-5-azobenzolsulfonsaure. 


0,8 g 2,4-Dimethyl-3-carboxymethylpyrrol werden in 10 ccm 
absolutem Alkohol geliést und 0,9 g Diazobenzolsulfonsiure in 
waBriger Lésung zugegeben. Nach Zusatz von 5 ccm n/10- 
Salzsiure wird kriftig geschiittelt, worauf sich der Azofarbstoff 
ausscheidet. Er wird nach einer halben Stunde abgenutscht 
und mit Wasser ausgewaschen, bis mit R-Salz Diazobenzol- 
sulfonsiure nicht mehr nachgewiesen werden kann. Im trocknen 
Zustand stellt der Azofarbstoff ein rotes Pulver vor, das an 
der Luft unbestiindig ist. Er zeigt die Reaktionen eines 
«-Azofarbstofis. 


0,144 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,104 g BaSQ,. 
C,,H,,0;N,8. Ber. 9,50°/, S 
Gef. 9,89 


I. D. a) 1. Bis-(2,4-dimethyl-3-carboxyathylpyrryl)-methan. 


Die Herstellung erfolgte nach den Angaben von Piloty.") 
Der in Alkohol und Aceton leicht, in Ather schwer ldsliche 
Stoff wird von Eisessig mit gelbgriiner Farbe aufgenommen. 
Die Estergruppen lieBen sich weder durch alkoholisches, noch 
durch wiBriges Alkali, selbst bei 150° nicht, verseifen, auch 
eine verdiinnte Jodwasserstoffsiure, ebenso Bromwasserstoff- 
siure verinderten beim Kochen nicht, mit starker Jodwasser- 
stoffsiure (1,7) trat Zersetzung ein. 


0,167 g Substanz gaben 0,225 g AgJ. 


Gef. 16,67 


2. Bis-(2,4-dimethyl-3-carboxrathylpyrryl)-methenchlorhydrat.*) 


Das Farbsalz kann auch durch Oxydation der Leukobase 
mittels Chloranils unter Zusatz von Salzsiure dargestellt werden. 
3g Bis-(2,4-dimethyl-3-carboxithylpyrryl)jmethan w rden in 
60 ccm Aceton geldst und eine Liésung von 1,1 g Chioranil in 
25 ccm Aceton sowie etwas alkoholische Salzsiure dazugegeben. 





*) Chem. Ber. Bd. 47, S. 1124 (1914). 
?) Chem. Ber. Bd. 47, S, 2544 (1914). 
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Die Lésung farbt sich hierbei griin, nach kurzem Aufkochen 
schlagt die Farbe nach Rot um, beim weiteren Kochen am 
RiickfluBkiihler scheidet sich das Farbsalz in reichlicher Menge 
aus. Nach dem Absetzen wird der Niederschlag abgenutscht, 
mit Aceton ausgewaschen und durch Ather extrahiert, um das 
nicht umgesetzte Chloranil zu entfernen. Die weitere Reini- 
gung erfolgt durch Umkrystallisation aus Alkohol. Schmelz- 
punkt 215° Das Farbsalz ist unléslich in Aceton. 


0,158 g Substanz (i. V.) gaben 0,1931 g AgJ. 
C,,H,,0,N,Cl. Ber. 15,25 °/9 C,H, 
Gef. 15,12 


b) Bis-(2, 4-dimethyl-3-carboxathylpyrryl)-m-nitrophenylmethan. 


Zu einer warmen Lésung von 2g 2,4-Dimethyl-3-carbox- 
athylpyrrol und 1,5 g m-Nitrobenzaldehyd in 30ccm Alkohol 
wird 1 ccm konzentrierte Schwefelsiure gefiigt. Beim Ein- 
gieBen in 20 ccm Wasser scheidet sich ein gelbes Ol aus, das 
bald erstarrt, worauf aus Alkohol umkrystallisiert wird. Aus- 
beute 2,5 g. Farblose Nadeln, die bei 180° schmelzen, leicht 
léslich in Aceton und Alkohol, schwerer in Ather. In Kis- 
essig lést sich die Substanz mit rosaroter Farbe. Durch 
Chloranil wird auch hier Oxydation bewirkt. 


0,210 g Substanz (i. V.) gaben 0,4942 g CO, und 0,1123 g H,0. 


0,172 g Pm (i. V.) 4, 13,8cem N bei 22° und 748 B. 
C,,H..0,N;.- Ber. 64,23°/, C 6,209, H 899°, N. 
Gef. 64,18 6,25 8,90 


c) Bis-(2,4-dimethyl-3-carboxrathylpyrryl)-furylmethan. 


1g 2,4-Dimethyl-3-carboxithylpyrrol wird mit 1 g Furfurol 
auf dem Wasserbade bis zum Schmelzen erwarmt, worauf man 
0,1 g primares Kaliumsulfat zufiigt und noch einige Minuten 
erhitzt. Der iiberschiissige Aldehyd wird mit Wasserdampf 
entfernt, der Riickstand mit Alkohol aufgenommen und die 
alkoholische Lésung mit Tierkohle gekocht. Aus dem Filtrat 
scheidéen sich beim Erkalten farblose Nadeln aus, die bei 176° 
schmelzen und in Aceton und Hisessig leicht, in Ather schwer 
léslich sind. In Acetonlésung farbt sich das Priaparat auf 
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Zusatz von Chloranil und einigen Tropfen alkoholischer Salz- 
siure rot. 


0,092 g Substanz (i. V.) gaben 0,2254 g CO, und 0,0552 g H,0. 
0,1135g ss, (i. V.) 4, 6,53 cem N bei 12° und 750 B. 


C.3H.,0;N;- Ber. 66,96%, C 6,849, H 6,799, N 
Gef. 66,83 6,75 6,71 


I. KE. Methylearboxithylmaleinimid. 


1,6 g 2,4-Dimethyl-3-carboxathylpyrrol [oder 3,8 g Bis(2,4- 
dimethyl-3-carboxiathyl-pyrryl)methenchlorhydrat] werden einer 
Lésung von 6 g Chromsaure in 15 g konz. Schwefelsiure und 
45 ccm Wasser (oder 8 g Chromsaure in 20 g konz. Schwefel- 
siure und 60 ccm Wasser) zugegeben und auf dem Wasserbade 
langsam unter haufigem Umschiitteln bis 80° erhitzt. Hierbei 
lésen sich die Pyrrolderivate allmahlich auf und die Lésung 
farbt sich dunkelgriin. Man J4Bt noch 3 Tage stehen, woraut 
die Chromsiure verbraucht ist, und athert die Lésung aus. 
Die Atherlésung wird dann mit Soda ausgezogen?), getrocknet 
und der Ather abdestilliert. Es hinterbleiben farblose, bei 127° 
schmelzende Nadeln, die in Alkohol und Aceton leicht, in 
Wasser schwer léslich sind. Ausbeute 0,12 g. 

8,975 mg Substanz (i. V.) gaben 0,263 cem N bei 15° und 752 B. 

2,56 ,, (., ) 4 4,902 mg CO, und 1,092 mg H,0. 

1,95 ,, » tah s 2 . a 
C,H,O,N. Ber. 52,46°/,C  4,92°,H  7,65°/,N  15,84°/, C,H, 

Gef. 52,23 4,80 7,62 15,70 


Danach diirfte das erwartete Methylcarboxathylmaleinimid 
vorliegen, das durch Aboxydation des «-stindigen Methyls und 
Sauerstoffaufnahme in «- und a@’-Stellung aus dem eingesetzten 
Pyrrol hervorgehen muBte. Bestitigung findet diese Annahme 
durch die Verseifung mit Bariumhydroxyd, wobei unter Am- 
moniakentwicklung ein Bariumsalz entstand, das an der Krystall- 





1) Nach dem Ansiiuern gingen aus dieser Lésung sehr geringe 
Mengen eines in Ather und Wasser leicht léslichen Stoffs von saurer 
Reaktion in Ather iiber. 
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form — perlmutterglinzende Blattchen aus heiBem Wasser!) — 
als das der Citraconsiure erkannt wurde. Nach der Zersetzung 
mit Salzsiure konnte denn auch durch Ather eine Siure ex- 
trahiert werden, die nach dem Verdampfen des Athers in bei 
91° schmelzenden Nadeln zuriickblieb, also mit Citraconsiure 
identisch war. Mit der Verseifung des f-standigen Carbox- 
athyls war also zugleich Abspaltung von Kohlendioxyd 
eingetreten. 

Leider gestatteten die minimalen Ausbeuten an dem Imid 
keinen Riickschlu8 darauf, ob durch die vorhergegangene Oxy- 
dation des Kondensationsprodukts mit Formaldehyd zum Methen- 
derivat eine Verminderung der Ausbeute an Imid auf die Hilfte 
gegeniiber der aus der Leukobase stattfindet. Die Versuche 
waren im Hinblick auf die Beobachtung ausgefiihrt worden, 
daB bei der Oxydation des Himatoporphyrins glatt 2 Molekiile 
Himatinsiure entstehen, wihrend Mesoporphyrin nur eines 
liefert, und die Méglichkeit vorlag, daB in letzterem Falle der 
eine der beiden Himatinsiure liefernden Pyrrolkomplexe in 
der Pyrrolenform enthalten war, im Hiamatoporphyrin aber 
beide als echte Pyrrolkerne. 


Il. A. 1. 2,5-Dimethylpyrrol-3-carbonsduredthylester. 


Die Darstellung erfolgte nach den Vorschriften von 
Hantzsch?), Feist und Korschun’); nach letzterer arbeitend, 
erzielte Herr Weber eine Ausbeute von 56°. Herr 
R. Schlayerbach schiittelte ein Gemisch von 20g Acet- 
essigester und 25 g Monochloraceton unter starker Kiihlung 
mit 200 ccm 20°/,igen Ammoniaks bis zur Lésung und lief 
dieselbe in einer Kaltemischung stehen. Nach einiger Zeit 
farbte sie sich dunkelrot, und es schied sich ein kristallinischer 
Niederschlag aus, der abgesaugt und mit 5°/,iger Salzsiure 
und mit Wasser gewaschen wurde. Die Ausbeute betrug hier 
20 g an Pyrrolderivat. 


1) Engelhardt, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 70, S. 247 (1849). 

*) A. Hantzsch, Chem. Ber. Bd. 23, S. 1474 (1890); F. Feist, 
Chem. Ber. Bd. 35, S. 1545 (1902). 

5) G. Korschun, Chem. Ber. Bd. 37, S. 2196 (1904). 
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0,251 g Substanz (i. V.) gaben 0,352 g AgJ. 
C,Hy,0.N. Ber. 17,4°/, C,H; 
Gef. 17,35 


Die Verseifung erfolgte sehr rasch. 

2. 2, 5-Dimethylpyrrol-3-carbonsdure, 

Die Verseifung des Esters gelingt mit Hilfe einer kon- 
zentrierten Lauge rasch und glatt. 9g desselben werden 
z. B, mit 50 cem 30°/,iger alkoholischer Kalilauge 2 Stunden 
am RiickfluBkiibler erhitzt, dann wird der Alkohol abdestilliert, 
der Riickstand in Wasser gelést und die Lésung mit Salz- 
siure gefallt. Ausbeute 8 g. Schmp. 213° und Zimmer- 
temperatur. 

Dagegen gelang weder die Verseifung noch die Dar- 
stellung des Siureamids mit wiibrigem oder alkoholischem 
Ammoniak, auch bei 100° unter Druck wirkte letzteres nicht 
ein. Auch eine Kondensation mit Aldehyden wurde mit der 
Siure selbst nicht erreicht. 

II. B. Kondensationsprodukte des 2, 5-Dimethyl-3-carbox- 
‘ithylpyrrols mit Aldehyden wurden hergestellt, um die Még- 
lichkeit der Verseifung zu priifen. Eine solche zu erreichen, 
gelang nicht. Durch die Besetzung der zweiten f-Stellung 
wird also die in f’-Stellung stehende Estergruppe geschiitzt, 
inwieweit hier sterische Hinderung oder die Gesamtkonfigu- 
ration in Betracht kommt, soll im Hinblick auf die Leicht- 
verseifbarkeit des 2, 4-Dimethyl-5-acetylpyrrol-3-carbonsiure- 
esters noch gepriift werden. 

1. bis (2, 5-Dimethyl-3-carborathylpyrrylymethan. 

Darstellung nach der Vorschrift von H. Fischer und 
K. Bartholomiéus.}) 

Die Verseifung mit wiBriger oder alkoholischer Lauge 
war auch nach 50stiindigem Kochen nicht eingetreten, der 
Kster (0,5 g) wurde unveriindert zuriickerhalten. Auch zwei- 
stiindiges Kochen mit 20 ccm etwa 90°/,iger Natriumiithylat- 
lésung fihrte nur unter Dunkelrotfirbung zur Zersetzung eines 
Teils des Esters, die Hauptmenge blieb unverandert. 





') Diese Zs. Bd. 87, S. 259 (1918). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXIX. 10 
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2. Bis (2, 5-Dimethyl-3-carboxathylpyrryl)furylmethan. 

2g 2,5-Dimethyl-3-carboxathylpyrrol werden mit 2 ¢ 
Furfurol auf dem Wasserbade in einem kleinen Rundkolben 
erwarmt, wodurch bei etwa 55° Lésung erfolgt. Hierauf gilt 
man 0,1 g Kaliumbisulfat, feinst gepulvert, hinzu und erwirmt, 
bis ein Farbenumschlag den Eintritt der Kondensation an- 
zeigt. Das iiberschiissige Furfurol wird nun mit Wasser- 
dampf iibergetrieben, der dunkelgefarbte Riickstand in Alkoho! 
gelist und mit Tierkohle gekocht. Aus dem Filtrat krystalli- 
sieren Nadeln aus, die nach zweimaligem Umkrystallisieren 
aus verdiinntem Alkohol farblos werden. Ausbeute 1,6 g. 
Das bei 198° schmelzende Kondensationsprodukt ist leicht 
léslich in Aceton, Eisessig, Alkohol und Ather, konz. Schwefel- 
siure lést mit tiefroter Farbe. Die Reaktion mit p-Dimethy|- 
aminobenzaldehyd ist negativ. Die Acetonlésung wird auf 
Zusatz von Chloranil und alkoholischer Salzsiiure rot. 


0,113 g Substanz (i. V.) gaben 0,277 g CO, und 0,0688 g H,0. 


0,152 g Z " , 8,81 eem N bei 12° und 746 B. 
C,.H,.0,Ne- Ber. 66,99°/, C 6,80°/, H 6,809, N 
Gef. 66,87 6,85 6,72 


3. Kondensationsversuche mit Chloral und Acrolein gaben 
bisher kein einwandfreies Resultat. 


Il. C. 2, 5-Dimethyl-3-carboxathylpyrrol-4-methylchlorid. 

Vermischt man aquimolekulare Mengen des 2,5-Dimethyl- 
3-carboxithylpyrrols und Chlormethylathers, beide in Ather ge- 
lést, so scheidet sich unter leichter Erwirmung ein rotliches 
Ol ab, das nach einiger Zeit erstarrt, so daB der Ather ab- 
gegossen werden kann. Das chlorhaltige Rohprodukt ist un- 
léslich in Ligroin, Benzol, Xylol; in Alkohol und Eisessig lést 
es sich zwar scheinbar ohne Veranderung, doch konnte es aus 
diesen Lésungen nicht krystallisiert erhalten werden. Nach 
lingerem Stehen wird es zerflieBlich und durch Wasser findet 
Herausnahme von Salzsiure statt, die beim Schiitteln voll- 
stiindig wird. 0,1775 g Substanz gaben 0,1143 g AgCl, wo- 
nach 15,93°/, Chlor vorhanden sind, wihrend sich fiir 
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C,9H,,0,NCl, das in der Uberschrift bezeichnete Pyrrolderivat, 


16,44°/, Chlor berechnet. Da8 in der Tat unter dem EKinflu8 
des Chlormethylithers die Chlormethylgruppe in das Pyrrol 
eingetreten war, die Kondensation sich also analog der mit 
Phenolen vollzogen hatte, geht aus den Eigenschaften und 
der Analyse des durch Wasser entchlorten Stoffes hervor, 
der sich als Bis (2,5-Dimethyl-3-carboxithylpyrryl)- 
methan erwiesen hat.’) Es laBt sich aus Alkohol umkrystalli- 
sieren, zeigt den Schmp. 229°, gibt keine Fichtenspanreaktion, 
keinen Azofarbstoff und wird durch Sublimat nicht gefillt, 
auch war eine Verseifung bisher weder durch wiBrige, noch 
durch alkoholische Kalilauge méglich. 

Da das Chlor des zunichst erhaltenen Kondensations- 
produktes allem Anschein nach leicht substituierbar sein 
wird, soll der Stoff zu weiteren Umsetzungen herangezogen 
werden. 

Ill. A. 1. Der zur Darstellung des 3-Oxy-5-methyl-4-carb- 
ithoxypyrrols dienende Aminocrotonsiureester wurde von 
Herrn P. Schlack in Anlehnung an eine Vorschrift von 


Combes’) fir die Gewinnung des Acetylacetonamins auf 


folgendem Wege hergestellt. Ammoniakgas wird ohne Kihlung 
in frisch destillierten Acetessigester eingeleitet. Dabei steigt 
die Temperatur bis gegen 50°, um allmiahlich wieder ab- 
zunehmen, was die Beendigung der Reaktion anzeigt. Man 
laBt nun einige Stunden verschlossen stehen, wonach der 
Inhalt des Kolbens noch stark nach Ammoniak riechen mubB. 
Dann wird mit Wasser mehrmals gewaschen, bis die Schichten 
sich scharf trennen, durch ein mit trockenem Ather befeuchtetes 
Filter filtriert und das Filtrat unter vermindertem Druck 
destilliert. Hierbei ist die Vorsicht zu iiben, daB man die 
Badtemperatur bis zur Entfernung des Wassers nicht iiber 
45° steigen laft. Der iibergegangene Ester erstarrt gréBten- 
teils in der Vorlage und kann durch wiederholtes Schmelzen 
und Erstarren unter jeweiliger Entfernung der fliissig bleiben- 


') H. Fischer-E. Bartholomiius, Diese Zs. Bd. 87, S. 259 (1913). 
*) BI. Bd. 7 3), S. 779. 
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den Anteile gereinigt werden. Der Ester wird am besten im 
Exsiccator iiber Schwefelsiiure aufbewahrt, da er an feuchter 
Luft leicht zerflieBt. Er wurde fast immer in der stabilen, 
héher, d. h. bei 34—87° schmelzenden Form erhalten, nur 
einmal trat die niedrig schmelzende (23°) labile Form in 6 cm 
langen, rhombischen Platten auf, die sich beim Beriihren mit 
der stabilen Form unter Knistern augenblicklich in die stabile 
Form verwandelten. Ausbeute 75—80°/,. 


2. Die Darstellung des Chloracetylaminocrotonsiureesters 
volizieht sich nach den Angaben von Benary') auBerordent- 
lich glatt, die Ausbeute von 75°/, wurde erreicht. Eine aus 
Alkohol umkrystallisierte Probe zeigte den Schmelzpunkt 127”. 
Das erhaltene Rohprodukt la8t sich ohne weitere Reinigung 
zum Pyrrol weiter verarbeiten. Zudem ist eine Umkrystalli- 
sation des Esters aus Alkohol in gréBeren Mengen leicht mit 
Verlusten verkniipft, falls man nicht sehr rasch arbeitet. Eine 
gréBere Portion, die einige Minuten dem siedenden Alkohol 
ausgesetzt war, erlitt einen fast quantitativen Zerfall in zwei 
Richtungen: einmal entstand unter Abspaltung von Athylchlorid 
die Aminoithylidentetronsiure, die sich auch beim trocknen 
Erhitzen des Esters auf 120° bildet (Benary): 


a H,C.C-——-C-—CO 
Po | “=e = | 

NH, COOC,H,CICH, NH.CO CH, + ©.H,C!, 
" 


wahrend ein anderer Teil gleichzeitig Hydrolyse und Alkoholyse 
erlitt in Acetessigester, Chloressigester und Ammoniak, welch 
letztere sich zu Chloracetamid umsetzten. Dieses wurde durch 
den Schmelzpunkt 120° identifiziert, die Aminoathylidentetron- 
siure durch Schmelzpunkt (230°) und Analyse: 


0,1902 g Substanz gaben 0,3577 CO, und 0,0902 H,O. 


0,2012 ¢ - » 18,7 cem N bei 18° und 709 B. 
C,H,0,N. Ber. 51,079, C 4,96, H 9,95°/, N 
* Gef. 51,30 5,28 10,17 


') Chem. Ber. Bd. 42, S. 3912 (1909). 
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3. 3-Oxy-5-methyl-4-carboxathyl-pyrrol, 

Die Uberfiihrung des Chloracetylaminocrotonsaureesters in 
das Oxypyrrol verliuft mit der von Benary') angegebenen 
Ausbeute von etwa 75°/,, wenn man auch beim Zusatz von 
Salzsaure fiir Kihlung sorgt. Gewéhnlich wurde das erhaltene 
Rohprodukt ohne weiteres zu den Umsetzungen verwendet. 
Zur Reinigung kann es aus Alkohol umkrystallisiert werden, 
es empfiehlt sich aber rasches Arbeiten, da sich das Oxypyrrol 
in alkoholischer wie in waBriger Lésung beim Erhitzen ziemlich 
rasch zersetzt. Selbst beim Eindampfen der Loésungen im 
Vakuum tritt Zersetzung ein. Bei Zimmertemperatur wird die 
wiBrige Lésung selbst beim Durchleiten von Luft anscheinend 
nicht verindert und im trocknen Zustand ist das Pyrrol vdllig 
bestiindig. Die schwach gelbliche Farbe bleibt auch nach der 
Umkrystallisation bestehen. In Alkalien lést es sich auf, wobei 
sich die Farbe vertieft. In alkoholischer Lésung bei 10° be- 
steht nach der Titration unter Verwendung der von K. H. Meyer?) 
ausgearbeiteten Methode zu urteilen, nur die Enolform. 

0,2 g Substanz wurden in 50 ccm 96°/,igem Alkohol ge- 
lést und unter Umschiitteln eine n/10-Bromlésung hinzugefiigt, 
bis die Farbe kurze Zeit bestehen blieb. Der Uberschu8 des 
Broms wurde rasch durch einige Tropfen einer alkoholischen 
8-Naphthollésung beseitigt und nach Zugabe von 8 ccm 5°/, iger 
Jodkaliumlésung und von wenig Salzsiure und schwachem Er- 
wiirmen das ausgeschiedene Jod durch n/10-Thiosulfatlésung 
titriert. 

C.H,,0,N. Ber. fiir 2 Atome Jod 23,7 cem. 

Gef. 24,0. 

4, Die Uberfiihrung des Pyrrolderivats in den Bis-(5,5’- 
dimethyl-4, 4’-carboxithyl-pyrrol-2,2’)-indigo verliuft bei An- 
wendung n/10-Kisenchloridlésung unter Verbrauch der theo- 
retisch berechneten Menge des Oxydationsmittels. 0,323 ¢ 
Substanz wurden in Wasser gelést und diese Lésung mit 
50 ccm n/10-FeCl, versetzt. Zum Zuriicktitrieren des durch 





1) Chem. Ber. Bd. 46, 8S. 1363, (1913). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 380, 8. 212 (1911). 
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den UberschuB an KEisenchlorid freigemachten Jods waren 
11,2 ccm n/10-Thiosulfatlésung erforderlich. 


(C,H,,0,N).. Ber. fiir 4H: 38,22 n/10-FeCl,. 
Gef. 38,8. 


B. Die Kondensation des 3-Oxy-5-methyl-4-carboxithyl- 
pyrrols mit Aldehyden nach der Methode von Feist?) erfolgte in 
den untersuchten Fallen stets zwischen 1 Molekil des Pyrrols 
und 1 Molekiil des Aldehyds. Das erstere reagierte also 
immer in der Pyrrolenylform und es entstand sofort ein 
farbiger Stoff. 


1. 3-Oxy-d-methyl-4-carboxathyl-pyrrolenyl- 
3-p-methoaxy-phenylmethan. 


1,6 g 3-Oxy-5-methyl-4-carboxathylpyrrol werden mit 1,4 g 
Anisaldehyd auf dem Wasserbade bis zum Schmelzen erhitzt, 
worauf 0,1 g Kaliumbisulfat zugegeben werden und noch einige 
Minuten erhitzt wird. Aus der beim Erkalten erstarrten 
Schmelze wird der iiberschiissige Aldehyd mit Wasserdimpfen 
abgetrieben und der Riickstand mit heiBem Alkohol aui- 
genommen. Beim Erkalten scheiden sich gelbgefarbte Nadeln 
aus, deren Farbe auch nach wiederholtem Umkrystallisieren 
nicht verschwindet. Ausbeute 2,1 g. Das bei 210° schmelzende 
und sich zugleich zersetzende Kondensationsprodukt ist leicht 
léslich in Aceton, Alkohol und Kisessig, schwer léslich in Ather, 
unléslich in Wasser, Soda und Ammoniak. Starke Alkalien 
lésen die Substanz mit gelber Farbe, durch verdiinnte Sauren 
wird sie wieder gefallt. Die alkoholische Lésung gibt mit 
Kisenchlorid Rotfirbung, die Reaktion mit p-Dimethylamino- 
benzaldehyd ist negativ. 


0,171 g Substanz (i. V.) gaben 0,418 g CO, und 0,0718 g H,0. 


0.143 g 4 ( ,,) 4 5,97 ecem N bei 17° und 748 B. 
C,.H,,0,N. Ber. 66,90°/, C 4,60°/, H 4,87°/, N 
Gef. 66,72 4,70 4,75 





) Chem. Ber. Bd. 35, S. 1647, (1902). 
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2. 3-Oxy-5-methyl-4-carboxathyl-pyrrolenyl-3-p-dimethyl- 

aminophenylmethan. 

3,3 g 3-Oxy-5-methyl-4-carboxithylpyrrol und 1,6 g p-Di- 
methylaminobenzaldehyd werden bis zum Schmelzen erhitzt 
und 0,1 g Kaliumbisulfat zugegeben. Aus der alkoholischen 
Lésung der Schmelze krystallisiert beim Erkalten das rot ge- 
farbte Kondensationsprodukt, das sehr leicht in Aceton, Alkohol 
Benzol und Chloroform léslich ist. Die Lésungen in letzteren 
Lésungsmitteln fluoreszieren griin. In Wasser ist die Substanz 
unléslich, starke Alkalien lésen. Beim Erhitzen firbt sie sich 
unter Zersetzung braun. 

0,127 g Substanz (i. V.) gaben 0,3155 g CO, und 0,0749 g H,O. 

0,143 g ~ (,, ) 4 11,84 eem N bei 12° und 750 B. 

C,,H.,.0,N.. Ber. 68,00°/, C 6,669), H 9,33°/, N 

Gef. 67,75 6,60 9,25 


3. 3-Oxy-d-methyl-4-carboxithyl-pyrrolenyl-3-furylmethan, 

Die Darstellung erfolgt aus 1,5 g 3-Oxy-5-methyl-4-carbox- 
athylpyrrol und 1,2 g Furfurol unter Zusatz von 0,1 g Kalium- 
bisulfat wie bei den vorigen Kondensationen. Der iiberschiissige 
Aldehyd wird mit Wasserdimpfen abgetrieben, der Riickstand 
mit verdiinntem heiBen Alkohol aufgenommen. Beim Erkalten 
krystallisieren gelbe Nadeln aus, die bei 177° unter Zersetzung 
schmelzen. Ausbeute 1,8 g. Das Kondensationsprodukt ist 
leicht léslich in Eisessig, Alkohol und und Aceton, sehr schwer 
in Ather, in konzentrierter Schwefelsiure list es sich mit tief- 
roter Farbe. In Wasser, Soda und Ammoniak ist es unléslich, 
starke Alkalien lisen. Die alkoholische Lésung gibt mit 
Kisenchlorid Rotfarbung, die Reaktion mit dem Ehrlich- 
schen Reagens ist negativ. 

0,1524 g Substanz (i. V.) gaben 0,352 g CO, und 0,0725 g H,O. 

0,116 ¢g a (, )  . 5,5 cem N bei 10° und 752 B. 

C,,H,,0,N. Ber. 63,15 %, C 5,26°/,H 5,66 °%, N. 

Gef. 63,00 5,85 5,58 


C. 1. 3-Acetoxy-5-methyl-4-carboxithyl-pyrrol (P. Schlack). 


3-Oxy-5-methyl-4-carboxithylpyrrol wird mit der vierfachen 
Menge Essigsiureanhydrid und der vierfachen Menge Kalium- 
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acetat 40 Minuten auf dem Wasserbade erhitzt. Das iiber- 
schiissige Anhydrid wird im Vakuum abdestilliert, der Riick- 
stand mit Wasser versetzt und das acetylierte Produkt in 
Ather aufgenommen. Die itherische Schicht wird mit schwach 
alkalischem Wasser ausgewaschen, bis das Waschwasser farblos 
abliuft, mindestens aber so lange, bis die Atherschicht villig 
siurefrei ist. Dann wird der Ather abdestilliert, der Riickstand 
im Aceton aufgenommen und diese Lisung durch Wasser 
gefallt, wobei sich das Pyrrolderivat in unregelmiBigen Nadeln 
abscheidet. Durch Umkrystallisation aus Alkohol unter Zusatz 
von Wasser erfolgt die weitere Reinigung. Aus Wasser scheidet 
es sich in sehr gut ausgebildeten charakteristischen monoklinen 
Zwillingen, aus wiBrigem Alkohol in stabférmigen Prismen ab. 
In reinem Zustand ist es farblos, schmilzt bei 120°, die 
Acetonlésung erweist sich gegen Kaliumpermanganat sehr be- 
stindig. Das acetylierte Pyrrol gibt die Reaktionen mit p- 
Dimethylaminobenzaldehyd und Diazobenzolsulfonsiure, die 
Kuppelung mit der letzteren tritt aber sehr langsam ein. Beim 
Erwirmen mit Natronlauge, besser mit Natriumithylatlésung, 
wird das Acetyl leicht abgespalten. Die alkoholische Lésung 
gibt mit Kisenchlorid keine Fiarbung. 


I. 0,1648 g Substanz gaben 0,3423 g CO, und 0,0889 g H,O. 


0,1873 g ‘si ,»  llccem N bei 15° und 729 B. 
II. 0,1788¢ , 0,3648 g CO, und 0,0991 g H,0. 
C,)H,,0,N. Ber. 56,839), C 6,2°% H 6,65°/, N. 
I. 56,67 6,42 6,69 
Get. ir 56,61 6,31 


2. 2-Acetyl-3-acetoxy-5-methyl-4-carboxathylpyrrol (P. Schlack). 


a) 5g 3-Oxy-5-methyl-4-carboxathylpyrrol werden mit 25 g 
Essigsiureanhydrid gelinde erwirmt, dann setzt man allmahlich 
5 Tropfen konzentrierte Schwefelsiure zu!) und erhitzt schlieBlich 
bis zum Sieden, wobei der gréBte Teil des Pyrrols in Lésung 


1) Vgl. Widmann, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 400, 8. 96, 131 
(1913) — K. Almstrém, Liebigs Ann. der Chem. Bd, 409, S. 291 (1915); 
Bd. 411, S. 350 (1916). 
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geht. Nach fiinfstiindigem Stehen gieBt man in 50ccm Wasser 
und laBt wiederum einige Stunden stehen. Das anfangs Glig 
ausgeschiedene Reaktionsprodukt hat sich dann in eine ver- 
filzte Masse von gelben Nadeln verwandelt. Zur Reinigung 
lést man in Benzol, schiittelt mit Tierkohle und fiallt die 
Lisung mit Ligroin. Ausbeute: 4,8 g. Hellgelbe Nadeln, 
Schmelzpunkt 167°, in Acetonlésung gegen Kaliumpermanganat 
sehr bestiindig, die Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 
tritt erst nach starkem Kochen ein. 


I. 0,1439 g Substanz gaben 0,3014 g CO, und 0,0794 g H,O. 


0,1506 ¢ = . 8,1. ecm N bei 21° und 740 B. 
II. 0,1234¢ , 0,2568 g CO, bei 0,0676 g H,0. 
C,.H,;0O,N. Ber. 56,91 ad C 5,97 7, H 5,53 a N. 
I. 57,14 6,17 5,79 
Get re: ays 6,06 


8) Auch 3-Acetoxy-5-methyl-4-carboxathylpyrrol wird in 
der «-Stellung (2) bei Behandlung mit Essigsiureanhydrid (?/, 
der bei «) angegebenen Menge) unter Zusatz von etwas kon- 
zentrierter Schwefelsiure acetyliert, und es bildet sich der bei 
167° schmelzende Stoff. Der Mischschmelzpunkt mit dem 
bei «) erhaltenem Acetylpyrrol zeigte keine Depression. 


0,1946 g Substanz gaben 9,88 ccm N bei 20° und 744 B = 5,78 9/,N. 


3. 2-Acetyl-3-oxy-5-methyl-4-carboxathylpyrrol, 


1 g des vorstehenden Diacetylprodukts wird mit einer 
Lésung von 0,3 g Natrium in 10 ccm Alkohol auf dem Wasser- 
bade erhitzt, bis sich die Substanz voéllig gelést hat. Nach 
dem Erkalten wird vorsichtig mit 10°/,iger Salzsiure bis zur 
schwachsauren Reaktion versetzt, der gebildete Niederschlag 
abgesaugt, chlorfrei gewaschen und aus Alkohol unter Wasser- 
zusatz umkrystallisiert. Farblose, verfilzte Nadeln vom Schmelz- 
-punkt 199°, schwer léslich in Ather, in Benzol und Aceton 
-merklich leichter léslich als das nichtacetylierte Pyrrol. Ka- 
liumpermanganat oxydiert rasch zu farbigen Stoffen und 
beim Ansiuern tritt ein Farbumschlag von Gelb nach 
Rot ein. 
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I. 0,2120 g Substanz gaben 0,4412 g CO, und 0,1187 g H,O. 


0,00448 gs, » 0,279 eem N bei 26° und 748 B. 
II. 0,00562 g__,, » 0,860 cem N bei 27° und 748 B. 
C,oH,;0,N. Ber. 56,83 °/, C 6,2°/) H 6,65°/, N 
I. 56,77 6,30 6,83 
ee ir — — 6,91 


Das Semicarbazon wurde in unreinem Zustande beim 
Kochen der Diacetylverbindung mit Semicarbazidchlorhydrat 
und Natriumacetat in 50°/,igem Alkohol erhalten, wobei die 
Acetylgruppe am Sauerstoff verseift wurde. Es war griinlich 
gefarbt und zeigte keinen scharfen Schmelzpunkt, sondern zer- 
setzte sich langsam beim Erhitzen. Es ist léslich in Alkalien 
und wird durch Siuren wieder abgeschieden. 


24,2 g Substanz gaben 0,464 ccm N bei 23° und 746 B. 
C,,H,,03N,- Ber. 22,22 9), N 
Gef. 21,09 

Der Versuch, ein Benzylidenderivat durch Erwarmen mit 
Benzaldehyd und Natronlauge bzw. Natriumiithylat herzustellen, 
fiihrte bisher zu keinem sicheren Resultat. Bei kurzem Er- 
wirmen wurde das Ausgangsmaterial zum gréften Teil wieder- 
gewonnen, bei langerem Kochen trat unter Abspaltung von 
Ammoniak Zersetzung ein. — Eine Verseifung des Pyrrol- 
derivats durch Kochen mit alkoholischem Kaliumhydroxyd 
gelang nicht, bei langerer Kinwirkung trat Zersetzung ein. 
Die Méglichkeit der Verseifung war aber erhofft worden, 
weil sich das in bezug auf die Stellung des Carboxithyls zum 
Acetyl analog gebaute 2,4-Dimethyl-5-acetyl-3-carboxiithylpyrrol 
sehr glatt verseifen liBt. Das Hydroxyl in Stellung 4 im vor- 
liegenden Pyrrol bedingt demnach die Hinderung, das nicht 
acetylierte 3-Oxy-5-methyl-4-carboxypyrrol liBt sich ja ebenfalls 
nicht verseifen. Leider gelang eine Methylierung dieses Pyrrols 
bisher auf keine Weise. Sie wurde in alkalischer Liésung mit 
Hilfe von Dimethylsulfat unter den verschiedensten Bedingungen, 
was Konzentration, Temperatur und Zeitdauer betrifft, versucht. 
Auch die Einwirkung von Diazomethan in Acetonsuspension 
versagte, der Ausfall dieser Reaktion lieB aber vermuten, da eine 
Kondensation mit Aceton méglich sein miisse, was sich bestitigte. 





or 
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4. 2-lsopropyliden-3-oxy-5-methyl-4-carboxithylpyrrolenin 
(P. Schlack). 

a) 1,7 g 3-Oxy-5-methyl-4-carboxyiathylpyrrol wurden mit 
20 com Aceton iibergossen und mit einer kalten Lésung von 
5 g Natriumhydroxyd in 40 ccm Wasser vermischt, dann wurde 
unter starker Kiihlung (Kis-Kochsalzmischung) so lange tropfen- 
weise mit Acetylchlorid versetzt, bis die Lésung ganz schwach 
sauer war. Nun wurde das Aceton an der Saugpumpe ab- 
gedunstet und das ausfallende Reaktionsprodukt abgesaugt. 
Beim Behandeln mit Ather léste sich ein Teil desselben auf, 
er erwies sich als 3-Acetoxy-5-methyl-4-carboxithylpyrrol. Der 
itherunlésliche Teil (0,8 g) wurde durch wiederholtes Um- 
krystallisieren aus Alkohol gereinigt, wobei die Halfte in den 
Mutterlaugen blieb. Schwachgelbe kurze Nadeln, beim Erhitzen 
tritt zwischen 180 und 200° allméhliche Zersetzung ein 
(Praparat I). 

8) Da sich bei weiteren Versuchen zeigte, daB die Aus- 
beuten an acetyliertem Stoff bei sehr starker Kiihlung steigen, 
wihrend die an dem Kondensationsprodukt zuriickgehen, wurden 
die Ingredienzien im angegebenen Verhialtnis ohne Acetyl- 
chlorid auf der Maschine einige Stunden geschiittelt. Die 
Mischung blieb dann iiber Nacht stehen, worauf das Aceton 
durch Absaugen entfernt und mit Eisessig neutralisiert wurde. 
Hierbei faillt das Pyrrol aus. Ausbeute 1 g. Es ist in Eis- 
essig sehr leicht, in Wasser und Alkohol mabig léslich, sehr 
wenig in Ather und Benzol. Die Acetonlésung wird durch 
Kaliumpermanganat sofort oxydiert (Praparat IJ). 


I. 0,1053 g Substanz gaben 0,2445 g CO, und 0,0701 g H,9. 


23,31 mg ‘a .. 0,151 cem N bei 27° und 742 B. 
II. 64,5 mg "a ,, 0,421 com N bei 25° und 744 B. 
C,,H,,0,N. Ber. 63,169, C 7,189, H 6,86°/, N. 
I. 68,39 7,41 6,95 
Gef. ; ; “ 
re EN ns me 7,09 


Danach hat sich also die Kondensation zwischen je einem 
Molekiil des Ketons und des Pyrrols in der Pyrroleninform 
vollzogen, in derselben Weise also, in der die Kondensation 
mit Aldehyden erfolgt. In der Tat besitzt der Stoff neben 
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sehr ausgesprochen basischen EKigenschaften auch deutlich saure, 
ohne daB die alkalische oder saure Liésung eine merklich 
andere Fiirbung aufweist, ein Beweis dafiir, da8 die Salzbildung 
keine tiefgreifende Anderung der Konstitution bedingt. Die 
alkoholische Lésung gibt mit Eisenchlorid eine Farbreaktion. 


IV. 2,4-Dimethyl-4-acetyl-3-carboxrithylpyrrol (H. Maurer). 

Die Darstellung erfolgte zunichst nach der Vorschrift 
von Zanetti’), dann wurde das von Knorr und Hess an- 
gegebene Verfahren, wobei in schwach alkalischer Liésung 
durch Natriumamalgam reduziert wird, auf ein iquimolekulares 
Gemisch von Isonitrosoacetylaceton und Acetessigester an- 
gewandt und wesentlich bessere Ausbeuten erzielt. 

12 g Isonitrosoacetylaceton und 13¢ Acetessigester werden 
in 175ccm absolutem Alkohol gelést, die Mischung auf 60° 
erwirmt, 500 g feingestoBenes 2,5°/,iges Natriumamalgam dazu 
gegeben und unter Durchleiten von Kohlendioxyd 11/, Stunde 
bei 60° gehalten. Nachdem vom Quecksilber und Natrium- 
carbonat abgesaugt worden ist, wird das Filtrat unter ver- 
mindertem Druck eingedampft und der Riickstand mit 1 bis 
2 Liter Wasser versetzt, wodurch das Pyrrolderivat zur Ab- 
scheidung gebracht wird. Nach mehrstiindigem Stehen wird 
es scharf abgesaugt und aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. 
Beim Erkalten scheiden sich lange, farblose Nadeln vom 
Schmelzpunkt 142° ab. Die Ausbeute betragt bis zu 14 ¢ = 
56°/, der Theorie. 

Eine dritte Art und vielleicht die vorteilhafteste zur Her- 
stellung gréBerer Mengen des Pyrrolderivats besteht im Erhitzen 
der 2,4-Dimethyl-3-carboxithylpyrrol-5-carbonsiure, welche 
beim Verseifen ihres leicht zuginglichen Esters in fast quanti- 
tativer Ausbeute entsteht, mit Essigsiureanhydrid im Rohr aui 
205°.?) Nach sechsstiindigem Erhitzen von 8 g der Siure mit 
50g Essigsiureanhydrid fiel aus dem schwarz gefirbten Réhren- 





1) Zanetti und Levi, Gazz. chim. Bd. 24,1, 8. 546; Chem. Ber. 
Bd. 27, IV, S. 586 (1894). 

*) G. Magnanini, Chem. Ber. Bd. 17, S. 2952 (1886), Bd. 19, 
S. 1408 (1888). 
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inhalt auf Zusatz von Wasser eine braune, etwas verharzte 
Masse aus. Man saugt scharf ab und zieht den Riickstand 
zweimal mit heiBem Wasser unter Zusatz von Tierkohle aus. 
Beim Erkalten scheidet sich das acetylierte Pyrrol aus. Aus- 
beute: 7,5 g. 

Das Pyrrolderivat zeichnet sich vor anderen tetrasub- 
stituierten Abkémmlingen, welche gleichfalls in 4-Stellung ein 
Carboxyathyl enthalten, das schwer oder gar nicht zu verseifen 
ist, durch seine Leichtverseifbarkeit aus und gleicht in dieser 
Hinsicht nur dem 2,4,5-Trimethyl-3-carboxyiithylpyrrol. 10 g 
werden mit 100 ccm einer 25°/, igen wiBrigen Kalilauge 2 Stunden 
lang am RiickfluBkiihler erhitzt. Dabei geht der Ester in Liésung 
und die anfangs schwach gelbliche Farbung geht in Rot iiber. 
Beim Abkihlen scheiden sich hellglanzende Krystallblittchen 
aus, die das 2,4-Dimethyl-5-acetylpyrrol vorstellen. Da dieser 
Stoff in Wasser etwas loslich ist, wird er der alkalischen 
Liésung durch Ausithern entzogen, dann verdiinnt man mit 
der zweifachen Menge Wasser und siuert mit Essigsiiure an, 
wodurch die Carbonsiure gefallt wird. Man saugt ab und 
krystallisiert aus siedendem Alkohol um. Ausbeute an 2,4-Di- 
methyl-5-acetylpyrrol 1,4 g, an 2,4-Dimethyl-5-acetylpyrrol- 
3-carbonsiiure 5,8 g. Letztere ist in Ather, Benzol, Chloroform 
und in warmer Essigsiure léslich, aus Alkohol krystallisiert 
sie in diinnen Blittchen, die bei 252—253° schmelzen. Durch 
Destillation aus einer Retorte im Olbade bei 200—210° wurden 
aus den 5,8 noch 3,5 g des Pyrrols erhalten, das aus mit Soda 
schwach alkalisch gemachten siedendem Wasser umkrystallisiert 
war. Ks krystallisiert in kleinen Prismen vom Schmelzpunkt 122°. 


2, 4- Dimethyl-5-acetyl-4-Nitrosopyrrol. 


2,3 ¢ Natriumnitrit werden in 10 com Wasser gelést und 
diese Lisung auf 5° abgekihlt. Dann iiberschichtet man sie 
mit einer Lésung von 5 g 2,4-Dimethyl-5-acetylpyrrol in még- 
lichst wenig Ather und gibt in kleinen Mengen unter Riihren 
15 com 25°/,ige Salzsiure hinzu, jedesmal so lange wartend, 
bis die in der wabrigen Schicht auftretende rote Farbung 
wieder verschwunden ist. Dabei firbt sich der anfangs schwach 
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gelbliche Ather langsam griin und nimmt schlieBlich eine tief 
smaragdgriine Farbung an. Jetzt verdampft man den Ather 
aus der abgetrennten atherischen Schicht durch Aufblasen von 
Luft, wonach eine griine Masse zuriickbleibt, die abgesaugt 
werden kann. Trigt man etwa die Hialfte davon in 500 ccm, 
Wasser das auf 75—80° (nicht héher!) erwarmt worden ist, ein, so 
findet Lésung des gréBten Teils statt. Aus der heif filtrierten 
Lésung scheidet sich das Nitrosoprodukt beim Erkalten in 
tiefgriinen, kleinen Nidelchen vom Schmelzpunkt 148—149° 
u. Z. ab. Ausbeute 2,2 g. Der Stoff ist in Alkohol, Ather. 
Kisessig, Benzol und Chloroform léslich, die waBrige, wie die 
alkoholische Lésung reagieren sauer. In Alkalien lést er sich 
mit dunkelroter Farbe. Kihlt man diese Lésung ab und 
siuert wieder an, so fillt er unverindert aus, in warmer 
Lésung tritt Zersetzung ein. Mit Diazobenzolsulfonsiure tritt 
keine Kuppelung ein, mit Ehrlichs Reagens keine Farbung, 
die Fichtenspanreaktion konnte nicht erhalten werden, auf 
Zusatz von Sublimat zu der alkoholischen Lésung tritt keine 
Fallung ein. Setzt man aber zu dieser Mischung einen 
Tropfen n/10-Kalilauge, dann fallt sofort ein dichter, schwach 
griiner Niederschlag aus. Abhnliches wurde aber auch bei 
anderen tetrasubstituierten Pyrrolen gefunden, so daB nach 
allem auch das vorliegende Nitrosoderivat tetrasubstituiert 
angenommen werden darf, wonach ein echter Nitrosokérper 
vorliegt. 


I. 0,1159 g Substanz (i. V.) gaben 0,2451 g CO, und 0,0639 g H,0. 


01148¢ ., (iV) . 17eemN bei 17° und 751 B. 
ll. 0,1872¢ , iV.) ., 0,2901 g CO, und 0,0747 g H,O. 

0,1125 ¢ ” (i. V.) 4, LeemN bei 17° und 750 B. 

0,1778 g m (i. V.) ,,  0,305° Gefrierpunktserniedrigung 


von 24,24 g Phenol. 
C;H,,0.N,. Ber. (Mol.-Gew.) 166,14 57,81°/,C 6,079), H 16,879, N 
Ger | 173 57,69 6,17 17,13 
a. — sie 6,09 17,20 


2, 4-Dimethyl-5-acetylpyrrol-3-azobenzolsulfonsdaure. 
2g des Pyrrolderivats werden in 15 ccm Alkohol gelést 
und eine Lésung von 2,5 g Diazobenzolsulfonsiure in 250 ccm 
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Wasser dazugegeben. Darauf versetzt man mit 15 ccm n-Salz- 
siure und schiittelt heftig. Die Fliissigkeit firbt sich jetzt 
dunkelgriin und beim Stehenlassen krystallisiert der Azofarbstoft 
in Form von griinschwarzen Nidelchen aus. Man saugt ab, 
lést den Farbstoff in der gerade nétigen Menge n/10-Natron- 
lauge, wobei rote Farbe auftritt, und fallt mit n/10-Salzsaiure 
wieder aus. Beim Zusatz der Salzsiure schligt die Farbe 
wieder in Griinschwarz um, welcher Farbenumschlag fiir @-Azo- 
farbstoffe nach H. Fischer charakteristisch ist. 


0,1846 g Substanz (i. V.) gaben 0,1342 g BaSQ,. 
C,,H,,0,N,S. Ber. 9,97°/, S 
Gef. 9,98 


2, 4-Dimethyl-5-acetylpyrrol-3-azonaphthalinsulfonséaure. 


Auf gleichem Wege laBt sich ein Azofarbstoff mit Hilfe 
von Diazonaphthalinsulfonsiure gewinnen. MHier tritt nach 
kraftigem Schiitteln in salzsaurer Loésung allmiahliche Gelb- 
firbung auf, die schlieBlich nach Dunkelrot umschlagt, wonach 
sich im Laufe von 2 Tagen dunkelblaue Krystalle absetzen, 
welche die Form von sechsseitigen Blittchen haben. Man 
saugt ab und wischt die Krystalle erst mit verdiinnter Salzsaure, 
dann mit Wasser aus. Der Zersetzungspunkt liegt bei 210—212°, 


0,1592 g Substanz (i. V.) gaben 0,1019 g BaSQ,. 
C.3H,,0,N,S. Ber. 8,639), S 
Gef. 8,79 


V. 3,5-Diessigséurepyrrol-2, 4-dicarbonscéuretetramethylester 
(W. Niemann). 


A. a) Die Darstellung der Acetondicarbonsiure erfolgt am 
besten nach der von Pechmann!’) gegebenen Vorschrift. Das 
Arbeiten bei sehr tiefer Temperatur (— 10°) erhéhte die Aus- 
beute an Rohsiiure bis auf 88°/,. Sie enthielt nach der 
Titration bis zu 74,4°/,. Acetondicarbonsiiure, 8,4°/, Schwefel- 
siure und 18,2°/, Wasser, danach werden also etwa 66°/, der 


') Chem. Ber. Bd. 17, S. 2542 (1884); Liebigs Ann. der Chem. 
Bd, 261, S. 155 (1891). 
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theoretisch méglichen Menge nach diesem Verfahren gewonnen. 
Dasselbe in bezug auf die Ausbeute zu verbessern, etwa durch 
Oxydation der Citronensiure mittels Kaliumpermanganats und 
Abfangen der gebildeten Acetondicarbonséure durch das 
Denigéssche Reagens, Zerlegung der Quecksilberverbindung 
durch Salzsiure und Extraktion mit Essigester oder durch 
Kinwirkung von 3°/,iger Kaliumpermanganatlésung auf eine 
50°/,ige des Mononatriumcitrats, Ansiiuern mit Schwefelsiure 
und Extraktion mit Essigester gelang nicht. Es wurden nur 
Ausbeuten von 20—25°/, erhalten. 

b) Die Darstellung des Dimethylesters nach der von 
Pechmann fir den Diithylester gegebenen Methode erwies sich 
wegen der Leichtléslichkeit des ersteren in Wasser als un- 
geeignet. Folgendes Verfahren fiihrte zum Ziel. 

10 g rohe Acetondicarbonsiure = 6,32 g reine, wurden in 
10 ccm Methylalkohol gelést, dann Chlorwasserstoff bis zum 
beginnenden Moussieren und nach Abkihlung bis zur Sattigung 
eingeleitet. Nach eintiigigem Stehen wird mit ganz konzen- 
trierter Kupfersulfatlésung versetzt und mit Ammoniak sehr 
vorsichtig unter Kiihlung neutralisiert, worauf man mehrere 
Stunden stehen laBt. Die Menge des ausgefallenen Kupfer- 
salzes betrug 5g. Das Filtrat davon wird erneut mit Chlor- 
wasserstoff gesittigt, einen Tag stehen gelassen und wieder 
Kupfersulfatlésung zugefiigt und mit Ammoniak neutralisiert, 
wobei noch 2,7 g Kupfersalz erhalten wurden. Durch zwei- 
malige Wiederholung des Verfahrens wurden noch 0,6 und 
0,2 g erhalten, im ganzen also 8,5 g, wihrend die theoretische 
Menge 8,8 g betrigt. An Stelle des Chlorwasserstofis kann man 
auch konzentrierte Schwefelsiure verwenden, fiir 3g Rohsiure 
z. B. 4 Tropfen, dabei wurden 3,8 g Kupfersalz erhalten. So 
14Bt sich endlich das Kupfersalz des Esters direkt nach der 
Verarbeitung der Citronensiure gewinnen. 20 g Citronensadure 
wurden mit 60g rauchender Schwefelsiiure mit 10°/, Anhydrid- 
gehalt verarbeitet, die Masse nach Aufhéren der Kohlenoxyd- 
entwicklung stark abgekiihlt und in 50 g Methylalkohol ein- 
getragen. Dann wurde langsam erwirmt und schlieBlich eine 
Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Nach dem Abkiihlen 
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wurde mit Kupfersulfatlésung versetzt und sehr vorsichtig 
unter Kiithlung mit Ammoniak neutralisiert. Hierbei muB jede 
Erwirmung vermieden werden, da sonst plétzlich unter leb- 
hafter Gasentwicklung Zersetzung eintreten kann. Vermeidet 
man diese, so ist die Ausbeute an Kupfersalz gut und betrigt 
z. B. 13,7g. Vom mitausgetallenen Ammonsulfat kann es nach 
dem Absaugen durch Waschen mit lauwarmem Wasser un-— 
schwer befreit werden. 

Zur Herstellung des Esters wird das Kupfersalz in Chloro- 
form gelést und diese Lésung mit verdiinnter Schwefelsiure 
(1:20) geschiittelt, wobei der Ester im Chloroform gelést bleibt. 
Nach Abdestillation des Lésungsmittels aus der vorher iiber 
Chlorcalcium getrockneten Lésung erhilt man ein gelb bis 
braun gefirbtes Rohprodukt, das der Destillation unter ver- 
mindertem Druck unterworfen wird. Der Ester geht bei 12 mm 
und 128° als vollstiindig farblose Fliissigkeit iiber. Ausbeute 
8g aus 16 g Kupfersalz. 

Zur Charakterisierung wurde auBer dem komplexen Kupfer- 
salz auch das des Kobalts und Nickels dargestellt, mit letzteren 
Metallen auch die entsprechenden Salze des Diiithylesters. 
Sie werden erhalten, wenn man den Ester in wiBrig-alko- 
holischer Liésung mit einem Kobalt- oder Nickelsalz schiittelt 
und dann mit Ammoniak genau neutralisiert. Durch Umkry- 
stallisation aus heiBem Alkohol werden beide in glinzenden 
Nadeln erhalten, das Kobaltsalz schén rosa, das Nickelsalz 
schwach griin gefarbt. Auf gleichem Wege komplexe Zink- 
oder Mangansalze zu erhalten, gelang nicht. 


o) Kupfersalz. 1,546 g Substanz gaben 0,2893 g Cu,S 
1,7248¢ , »  0,3223 g Cu,S 
C,,H,,0,,Cu. Ber. 15,51°/, Cu 
Gef, 14,94 und 14,92 


8) Kobaltsalz. 1,225 g Substanz gaben 0,182 g Co. 


C, Fai, Co. Ber. 14,45°/, Co 

Gef. 14,86 
y) Nickelsalz. 1,036 g Substanz gaben 0,1575 g Ni. 
C,,H,,0,.Ni. Ber. 14,49°/, Ni 

Gef. 15,2 
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Kobaltsalz des Diiathylesters. 1,163 g Substanz gaben 0,1441 ¢ Co. 


C,,H,0,,Co. Ber. 12,78°/, Co 
Gef. 12,4 

Nickelsalz. 1,246 g Substanz gaben 0,1658 g Ni. 
Gef. 12,5 


B. a) Unter Anwendung der von Feist gegebenen Vor- 
schrift fiir den Athylester gelang es auch, den Tetramethy]l- 
ester der 3,5-Diessigsiurepyrrol-2,4-dicarbonsiure zu gewinnen. 
Kingesetzt wurden 10 g Acetondicarbonsiuremethylester, 19 ¢ 
Hisessig, 1,9 g Natriumnitrit und 25 g Zinkstaub. Aus der 
milchigen Emulsion, die sich beim KingieBen der essigsauren 
Lésung nach der Reduktion in Wasser bildet, schieden sich 
nur wenige unreine Krystillchen ab. Die Mutterlauge wurde 
mit Chloroform extrahiert und nach Abdestillation des Lésungs- 
mittels aus der getrockneten Lisung ein rotbraunes O1 erhalten, 
das allmahlich zu schénen, biischelig gruppierten Krystallen 
erstarrt. Durch Wegnahme der noch anhaftenden Verun- 
reinigungen mittels wenig Ather konnte villige Reinigung er- 
zielt werden. Ausbeute 1,3 g. 

0,1563 g Substanz gaben 0,2934 ¢ CO, und 0,0731 g H,O 


0,1673 g ms »  6ecem N bei 746 Bu. 12% 
C,,H,,0,N. Ber. 51,36°/, C 5,24°/, H 4,28 °%/ N 
Mol.-Gew. 327,22. Gef. 51,21 5,23 4,16 


Der Ester lést sich leicht in Alkohol und Chloroform. 
schwerer in Ather, unldslich ist er in Wasser und verdinnten 
Sauren. Schmelzpunkt 98—99°. Die Verseifung erfolgt durch 
20°/,ige weingeistige Kalilauge (70°/,iger Alkohol) in der 
Wirme sehr rasch, dabei wird die von Feist beschriebene 
3,5-Diessigsiurepyrrol-2,4-dicarbonsiure mit dem Schmelz- 
punkt 220° erhalten, 

Da8 eine partielle Verseifung méglich ist, wurde bei einem 
Versuch zur Darstellung des Tetramethylesters beobachtet, bei 
dem nach der Reduktion und HingieBen der essigsauren Liésung 
in Wasser eine milchige Emulsion entstand, aus der sich nur 
wenige Krystiillchen abschieden. Die Mutterlauge wurde ganz 
schwach alkalisch gemacht und blieb dann zwei Tage stehen. 
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Der jetzt aus ihr gewonnene Atherextrakt setzte Krystalle ab. 
die vom anhaftenden Ol durch Waschen mit Ather gereinigt 
werden und dann umkrystallisiert werden konnten. Die aus 
20 g Acetondicarbonsiiuremethylester in einer Ausbeute von 
2,8 g gewonnenen Krystalle erwiesen sich durch die Analyse 
als das neutrale Zinksalz einer zweibasischen Saure C,,H,,0,N. 


0,2893 g Substanz verloren bei 115° 0,0573 g H,O. 
0,1878 g me (115°) gaben 0,2702 g CO,, 0,0494 g H,O und 
0,0415 g ZnO. 
0,2134 g Substanz (115°) gaben 6,8 com N bei 12° u 746 B. 
C,,H,,0,NZn+5H,O. Ber. 5H,O 20,06°/, 


Gef. 19,91 
C,,H,,0,NZn Ber. 39,74°/,C 3,06°/, H 3,869/, N  18,03°/, Zn 
Mol.-Gew. 452,61  Gef. 39,24 2,94 3.78 17,75 


Welche Carboxyle verseift worden sind, ist noch frag- 
lich. Die weitere Untersuchung ist geplant. 
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Bemerkung zu dem Aufsatz tiber die Oxyproteinsiure.') 
Von 
S. Edlbacher. 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1922.) 


Von der dort beschriebenen Verbindung C,,H,,O,N, wurde von mir 
unter groBem Vorbehalt angenommen, daB es sich um das Osazon einer 
Tetrose handelt. Einer Anregung von Herrn P. Brig] folgend, dem die 
weiBe Farbe der Krystalle verdiichtig erschien, untersuchte ich das ge- 
ringe noch vorhandene Material nochmals, und es scheint sich seine 
Vermutung zu _ bestiitigen, dab es das Acetylphenylhydrazin 
C,H,,ON, ist. 

Die frisch dargestellte Substanz gab mit alkalischem Kupfersulfat 
keinerlei Reduktion; als nun aber das Réhrehen, in dem die Substanz 
eingeschmolzen war, nach 5 Monaten geéffnet wurde, zeigte die Substanz 
intensive Reduktionswirkung mit CuSO, und Alkali, wie das eben dem 
Acetylphenylhydrazin zukommt. Es scheint also wiihrend des Auf- 
bewahrens eine Umlagerung eingetreten zu sein. Die einfache Ent- 
scheidung durch eine Molekulargewichtsbestimmung konnte ich wegen 
Materialmangels noch nicht treffen. Trotzdem aber scheint die Annahme, 
daB es sich nicht um ein Tetroseosazon handelt, iiuBerst begriindet. Ich 
werde spiter dariiber weiter berichten. 





1) Diese Zs. Bd. 120, 8. 71 (1922). 





Imidazoldicarbonséure zur Kennzeichnung und Trennung 
von organischen Basen. 
Von 


H. Pauly und E. Ludwig. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1922. 


Imidazoldicarbonsiure zerfallt bekanntlich in der Hitze 
glatt in Imidazol und 2 Mol. Kohlendioxyd. Gelegentlich eines 
Versuches, diese Zerlegung stufenweise sich vollziehen zu lassen, 
um durch Abspaltung nur eines Mol. Kohlendioxyd Imidazol- 
monocarbonsaure zu gewinnen, erhielten wir eine prichtig 
krystallisierende Verbindung. Sie erwies sich nicht als die 
erhofite Monosiure, sondern als saures imidazoldicarbon- 
saures Imidazol, woraus — nebenbei — folgt, daB die 
beiden Carboxyle beim Erhitzen der Dicarbonsiure gleich- 
zeitig zerfallen. 

Da die Salze des Imidazols im allgemeinen leicht léslich 
sind, so war die relative Schwerléslichkeit seines Biimidazolates 
auffillig; wir erinnerten uns aber der auffallenden Schwer- 
léslichkeit des sauren Ammoniaksalzes der Dicarbonsiure, das 
leicht ausfillt, wenn man bei der Darstellung der Saure aus 
Ammoniak, Formaldehyd und Nitroweinséure nach der Vor- 
schrift von Maquenne?) nicht geniigend stark mit Salzsiure 
ansauert. 

Das vortreffliche Krystallisationsvermégen des Imidazol- 
biimidazolates veranlaBte uns, die Salze auch anderer Basen 
mit dieser Saure uns anzusehen, und wir sind dabei zu so 





) Ann. chim. [6] Bd. 24, S. 525 (1891). 
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giinstigen Befunden hinsichtlich der angenehmen Eigenschaften 
der sauren Imidazolate organischer Basen gelangt, daB wir 
glauben, die Séiure zur Kennzeichnung sowohl, wie auch in 
manchen Fallen zur Trennung organischer Basen der ver- 
schiedensten Art empfehlen zu diirfen. DaB es auch heute 
noch immer an geeigneten Siuren fiir diese Zwecke fehlt, be- 
weist der Umstand, da8 trotz der heutigen hohen Edelmetall- 
preise immer noch mit Vorliebe auf die alten von A. W. Hof- 
mann eingefihrten Gold- und Platinchloriddoppelsalze zuriick- 
gegrifien wird. Ihre hervorragende Krystallisationsfihigkeit 
ist einer der vornehmlichsten Griinde hierfiir. Wir glauben 
aber festgestellt zu haben, da8 in sehr vielen Fallen die Bi- 
imidazolate in dieser Hinsicht den erwihnten Salzen eben- 
biirtig, wenn nicht gar iiberlegen an Schénheit sind. 

DaB die Imidazoldicarbonsiure selbstverstindlich die bisher 
verwendeten Sauren nicht vollig ablésen kann, ist bei der 
groBen Verschiedenheit, die die einzelnen Salze hinsichtlich 
ihrer Eigenschaften untereinander zeigen, nicht anders zu er- 
warten, aber man wird jedenfalls in vielen Fallen von der 
Verwendung von Platin- und Goldchlorwasserstoffsiure Ab- 
stand nehmen kénnen, wo man bisher ausschlieBlich auf diese 
angewlesen war. 

Wie keine der fiir diese Zwecke angewandten Sauren 
ganz ohne Fehler ist, so hat auch die Imidazolsiure — wie 
man sie kiirzer bezeichnen kann — einen kleinen Nachteil. 
Obwohl sie nach unseren Messungen die Ameisensiure an 
Starke iibertrifft (in der ersten Dissoziationsstufe, die hier 
allein in Betracht kommt, weil es sich ja durchwegs um saure 
Salze handelt), so findet beim Umlésen von Biimidazolaten 
soleher Basen aus Wasser, die entweder sehr fliichtig oder 
sehr schwach basisch sind, leicht in geringem MaBe Dissoziation 
statt, was sich durch Ausscheidung geringer Mengen der freien 
Siure bemerkbar macht; bei fliichtigen Basen kann man dies 
durch Arbeiten in mit RiickfluBkihler' versehenen GefaiBen 
hintanhalten. 

Als Vorziige der Biimidazolate darf man hingegen ihre 
Farblosigkeit, ihre Bestaindigkeit im Falle leicht oxydabler 
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Basen (im Gegensatz zu den empfindlichen Edelmetallsalzen, 
und den mit oxydierenden Sauren (Pikrinsdiure, Pikrolonsaure, 
Uberchlorsiure, Chromsiure u. a. m.) gebildeten Salzen, sowie 
die Tatsache hervorheben, da8 sie keine Neigung zeigen, dlig 
auszufallen. Dabei ist ihre Trennung von der freien Saure 
iuBerst einfach wegen der sehr geringen Lislichkeit dieser in 
Wasser; sie ist nach neu von uns ausgefiihrten Léslichkeits- 
bestimmungen darin weit schwerer léslich, als z. B. Gips, 
nimlich nur doppelt so léslich bei Zimmertemperatur, als 
Strontiumsulfat. 

Neben den sauren Salzen gibt es natiirlich auch basische, 
die jedoch im Falle der Amine wohl immer leicht léslich sind. 
Da aber die Darstellung der sauren — durch Kochen der freien 
Basen mit iiberschiissiger Imidazolsiure und Abfiltrieren der 
ungelésten Siure — eine einfache und sichere Handhabung ist, 
zumal auch der Gegensatz zwischen der ersten und der zweiten 
Dissoziationsstufe verhiltnismaiBig groB ist (vgl. die Leitfahig- 
keitsmessungen am Ende dieser Mitteilung), so kommen prak- 
tisch nur die sauren Salze in Betracht. 

Zu erwahnen ist noch, daf in einzelnen Fallen die Bi- 
imidazolate die Méglichkeit geben, Pflanzenbasen voneinander 
zu unterscheiden, wo dies bisher mit gewissen Schwierigkeiten 
verkniipft war. So ist beispielsweise das Coniin vor dem 
Nicotin durch sein in Wasser schwer lésliches Biimidazolat 
ausgezeichnet, wihrend man mit Nicotin kein Salz mit aus- 
geprigten Merkmalen erhilt. 

Inwieweit solche Unterschiede forensischen Zwecken dienst- 
bar gemacht werden kénnen, das festzustellen, muB dem Spe- 
zialisten iiberlassen werden. 

In gleicher Weise findet man auch bei den als Hexon- 
vasen bezeichneten bekannten Aminosiiuren basischer Natur 
scharfe Unterschiede beziiglich der EKigenschaften ihrer Bi- 
imidazolate. Das Salz des Lysins (von Hrn. D. Ackermann 
dargestellt) und das des Arginins ist wenig bemerkenswert; 
beide sind auch ziemlich léslich in Wasser (mindestens 150 Tle. 
in 1000 Tin. Wasser von 20° beide). Dagegen kann das 
Histidin-biimidazolat als besonders charakteristisch an- 
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Tabelle. 








Verbindung 


Léslichkeit 





in 1000TIln, H,O. in C,H,OH 





Imidazoldicarbonsiure ') 


Ammonium-biimidazolat 


Hydrazin- ” 
Methylamin- ms 
Dimethylamin- _,, 
Trimethylamin- ,, 


Athylamin- ra 
Diithylamin- __,, 
Propylamin- - 
n-Butylamin- __,, 
Guanidin- 
Imidazol- " 
Piperidin- “ 
d-Coniin- o 
Atropin- +s 
1-Histidin- is 





1) Fargher u. 





1,46 (100°) 
0,29 (20°) 
4,0 (20°) 
6,1 (20°) 
96,4 (20°) 
351 (20°) 
127 (20°) 
178 (20°) 
449 (20°) 
273 (20°) 
105 (20°) 
4,9 (20°) 
14,0 (20°) 
18,7 (20°) 
36,0 (20°) 
73,3 (20°) 
6,7 (20°) 


| nicht léslich 


”? ”? 


fast unldésl. 
leicht lésl. 


nicht loslich 
wenig lésl. 
loslich 
” 


” 


nicht léslich 





Schmelzpunkt 


Krystallart 


ber. 


N-Gehalt 





gef, 








275° zers. 
iiber 260° 


240—245° 


238—239 ° 
264—265° 
253—254° 
180° 
212° 
225—227° 
241—242° 
245° 
221 —222° 
208—209° 
93 ° 


253—254° zers. 


Pyman [Jl. Chem. Soc, Bd, 115, 8, 219 (1919)] fanden 





Prismen 


”? 
filzige Nadeln 
Prismen 
prism. Tafeln 
Nadeln 
Tafeln 
Prismen 
” 
Tafeln 
feine Nadeln 
lange Nadeln 
lingliche Tafeln 
Tafeln 
derbe Prismen 
Nadeln 


1,25 Tle. bei 100° und 0,5 Tle. bei (20°). 





29,8 
22,4 
21,0 
16,7 
20,9 
15,7 
19,5 
18,4 
32.6 
25,0 
17,4 
14,9 

9,4 
22,3 


29,9 
22,3 
21,0 
16,9 
20,7 
15,8 
19,3 
18,1 
32,3 
24,9 
17,2 
14,9 

9,3 
22,3 
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gesprochen werden, es ist nicht nur schwer léslich in Wasser, 
indem in einem Liter sich nur 6,7 g bei gewohnlicher Tem- 
peratur lésen, sondern es besitzt auch ein vortreffliches Krystalli- 
sationsvermoégen. 

Die nebenstehende kleine Aufstellung (Tabelle) enthilt eine 
Ubersicht einer Anzahl von uns dargestellter gut krystalli- 
sierender Biimidazolate bekannter Basen, ihrer Léslichkeit 
in Wasser und Alkohol, ihrer Schmelzpunkte, Angaben iiber 
Aussehen der Krystalle und Stickstoffwerte. Eine Léslich- 
keits- und Leitfihigkeitsbestimmung fiir beide. Dissoziations- 
stufen der Siure ist beigefiigt. Es geht daraus hervor, dab 
[midazoldicarbonsiiure entgegen ilteren Angaben des Schrift- 
tums?) keine einbasische, sondern, wie nicht anders zu er- 
warten, eine zweibasische Siure ist. 

Die Herstellung und den Vertrieb der Imidazoldicarbon- 
siure hat die Chemische Fabrik E. Merck in Darmstadt 
iibernommen. 


Leitfihigkeit der Imidazoldicarbonsiure. 
[. Stufe. 
t= 25° mw, = 380. M = 156. 


v u o K (= 100 4) 
512 120,8 0,3178 0,0029 
1024 152,3 0,4005 =: 0,0028 


Mittel: 0,00285 
II. Stufe. 
Na-Salz. ¢= 25°, M = 200. Indicator : Phenolphthalein. 


v ue pw’ x K (= 1004) 
32: 162,1 «1561 ~—0,097 6,12 x 10-% 
1024 2086 202 0,418 6,77 x 10-8 





Mittel: 6,44 x 10-8 
Wirzburg, Marz 1922. 





) Vgl. z. B. Beilsteins Handbuch. 
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Glucosamin als Bildner heterocyclischer Verbindungen. 


Von 


Herm. Pauly und Ernst Ludwig. 





(Der Redaktion zugegangen am 21. Mirz 1922.) 


Unter dem Titel ,,Uber Beziehungen zwischen Kohle- 
hydraten und stickstoffhaltigen Produkten des Stoffwechsels“ 
brachten vor mehreren Jahren Knoop und Windaus}) einige 
Betrachtungen, die sich u. a. auch mit der Frage befaBten, in 
welcher Weise Histidin aus Traubenzucker unter Vermitt- 
lung des aus diesem durch Chlorzinkammoniak entstehenden 
Methylimidazols hervorgehen kénnte. Sie erwogen die Még- 
lichkeit einer Histidinsynthese zufolge einer Zusammenoxydation 
von Methylimidazol mit Glykokoll, wobei einerseits Wasser- 
stoff der Methylgruppe im Methylimidazol, andrerseits solcher 
des Glykokolls wegoxydiert wiirde und die entstandenen Reste 
sich verketteten: 


HC-———C.CH,H HCH—NH, 


| | 
| on NH COOH 


Auch abgesehen von der spaterhin festgestellten Reak- 
tionsunfahigkeit der Methylwasserstoffatome im Methylimidazol 
muB ein solcher Aufbau als wenig wahrscheinlich bezeichnet 
werden, und die genannten Autoren hatten von vornherein 
richtig erkannt?), daB die eigentliche Bedeutung der Bildung 
von Methylimidazol aus Traubenzucker in dem _indirekten 
Nachweis liegt, daB bei der alkalischen Dehydratation des 





') Hofmeisters Beitrige Bd. 6, S. 392 (1905). 
2) Chem. Ber. Bd. 38, S. 1166 (1905). 
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‘Traubenzuckers in Ubereinstimmung mit der Anschauung von 
Wohl, Neuberg und Kerp iiber die alkoholische Hefegirung 
als primares Spaltprodukt Methylglyoxal auftritt. Fir die 
Frage der genetischen Beziehung zwischen der Hexose 
und der erw&ihnten Hexonbase bietet hingegen die 
Methylimidazolbildung keinerlei Anhalt. 

Da aber die grundsitzlich wichtige Beziehung zwischen 
Zucker und EiweiB einladt, nach derartigen chemischen Zu- 
sammenhingen zu suchen, auch wenn dabei nicht z. B. Histidin 
selbst schon erhalten wird, sondern nur solche Verbindungen, 
die man sich als Zwischenprodukte der Natur auf dem Wege 
dahin denken kann, so haben wir uns erneut mit der Ver- 
wandlung von ‘Traubenzucker in Imidazole befaBt. Wir fanden 
dabei, daB die Diazoreaktion der Imidazole gebende Basen 
aus Traubenzucker auch unter anderen, milderen Bedingungen’), 
als den von Windaus und Knoop angegebenen, in gewisser 
Menge sich bilden. 

Hier wollen wir jedoch auf diese Befunde nicht niher 
eingehen, sondern darlegen, daB ungleich glatter, als aus 
Glucose selbst, aus ihrer Aminoverbindung, dem Glucosamin, 
nicht nur Imidazole, sondern auch Pyrrole, in denen im tibrigen 
noch der ganze Zuckerrest erhalten bleibt, erzeugt werden 
kénnen. Da das Glucosamin eine «-Aminocarbonylverbindung 
ist, so bedurfte es nur der Ubertragung einer Anzahl aus der 
organischen Chemie wohlbekannter Umsetzungen; bei dieser 
Gelegenheit haben wir die Beobachtung von Lobry de Bruyn 
und van Ekenstein’) iiber die groBe Reaktionsfihigkeit der 
freien Glucosaminbase bestitigt gefunden. 

Was zunichst die Imidazolgruppe anbetrifft, so ist ein 
Imidazolon bereits von Steudel*) in dem unter H,O-Austritt 
aus Glucosamin und Phenylisocyanat hervorgehenden Kérper 





1) Nimlich ohne Chlorzink. 

*) Reeucil des travaux chimiques des Pays-Bas Bd. 18, S. 79 (1899). 

3) Diese Zs. Bd. 34, S. 256 (1901). Die entsprechende Thio- 
verbindung haben Neuberg, Wolff und Neimann, Chem. Ber. Bd. 35, 
S. 4018 (1902) dargestellt durch Ersatz des Phenylisocyanates durch 
Phenylsenfél. 
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gewonnen worden; Isocyansdéure an Stelle von Phenylisocyanat 
lieferte uns das phenylfreie Glucimidazolon (mit dem Epi- 
theton ,Gluc* oder ,Gluco“ mége der Kiirze halber analog, 
wie in ,,Glucosazon“, ,,Glucal“ usw. angedeutet werden, daB in 
den Verbindungen der Rest des Traubenzuckers noch vor- 
handen ist, und zugleich, daB sie zur Glucosegruppe gehdren). 

Das Glucimidazol selbst erhielten wir auf einem Wege, 
wie ihn entsprechend mit nicht geringer Wahrscheinlichkeit 
im Hinblick auf die Existenz des im Mutterkorn nachgewiesenen 
Ergothioneins (Mercaptohistidin-trimethylbetains) 

C.SH (CH,), 


Pt 
N NH N——O 


Es as 
CH=C.CH . CH—CO 


bei der Histidinsynthese auch die Natur einschlagt, nimlich 
durch Ringschlu8 des Glucosaminrhodanates zum Mercapto- 
glucimidazols und nacnfolgende Oxydation mit Wasserstofi- 





superoxyd 
C.SH 
NH == = 
buat .CH(OH)CH(OH)CH(OH).CH,OH 
CH 
NH 


bu—. CHOH)CHOH)CHOH)CH.OH 
Glucimidazol 
Wir haben auch versucht, von diesem Kérper aus zu 
Oxysiuren, die etwa dem Oxydesaminohistidin nahe stehen 
wiirden, zu gelangen, doch haben die Versuche bisher nicht 
zu dem gewiinschten Ziele gefiihrt. Unter den Produkten der 
Oxydation fanden wir bisher nur Imidazolcarbonsiure auf. 
Auch die Bildung von Pyrrolverbindungen, die vom Ge- 
sichtspunkte der Genese der Blatt- und Blutfarbstoffe nicht 
ohne Interesse zu sein scheint, vollzieht sich beim Zusammen- 
bringen von freiem Glucosamin und einigen Dicarbonylkérpern 
ohne jede Schwierigkeit, ebenfalls nach einer dem organischen 
Chemiker wohlbekannten Reaktion. 





Glucosamin als Bildner heterocyclischer Verbindungen. 173 


In der Literatur nicht erwihnt haben wir ferner gefunden, 
daB Glucosaminchlorhydrat, trocken mit etwas Chlorzink im 
Reagenzrohr erhitzt, recht erhebliche Mengen von Pyrrol oder 
Pyrrolen gibt. Wir zweifeln nicht daran, da® die Bildung 
dieser Basen bei der trocknen Destillation der Knochen 
in erster Linie auf den hohen Gehalt des Chondromucoids an 
gebundenem Glucosamin zuriickzufiihren ist.) 


HN—CO—NH 
CH——-—C.(CH.OH),.CH,OH ° 
Aus 5g Glucosamin-Chlorhydrat und 4g mit 40ccm 
Wasser aufgeschlimmtem Silbercyanat bei 40—50° bis zum 
Verschwinden der Chlorreaktion in der wiBrigen Lésung. Das 
im luftverdiinnten Raume eingedickte Filtrat erstarrt langsam 
beim Stehen iiber Schwefelsiure, schneller beim Aufnehmen 
des Riickstandes mit Methylalkohol und Versetzen mit Athy]- 
alkohol bis zur beginnenden Triibung. Beim freiwilligen Ver- 
dunsten fallen mikroskopisch feine Krystalle nieder. Beim 
Trocknen bei 105° verlieren diese 1/, Mol. Wasser. Sie 
schmelzen unscharf bei 130—135° (N. Th.) Das Glucimid- 
azolon ist leicht léslich in Wasser und Methylalkohol, schwer- 
lislich in Athylalkohol, unléslich in Ather und anderen orga- 
nischen Lésungsmitteln. Linksdrehend. 
0,2798 g verloren bei 105° 0,0113 g H,O. 
0,1726 g gaben 0,2505 g CO,, 0,0929 g H,O. 
0,1443¢ ,, 16,8cem N bei 21° und 757 mm. 
C,H,.0,N,, 1/2H,O: Ber. 39,48 °, C 6,10, H 13,14% N 4,22 %, H,O. 
Gef. 39,57 6,02 13,10 4,03 
ree]? = —_AT8T? x 4,063, 
1 x 1,034 x 0,3811 


Glucimidazolon, 


= — 49,36° (in Wasser). 


u-Thiol-glucimidazol (Formel s. 0.). 


Beim 1—2stiindigen Erhitzen konzentrierter wiabBriger 
Lésungen von 10g Glucosaminchlorhydrat und 5g Kalium- 





1) Troensegaard hat aus erhitzter Gelatine durch Behandlung 
mit Natrium und Amylalkohol Pyrrole erhalten (diese Zs. 111, Bd. 86 
(1920). 
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rhodanid auf dem Wasserbade. Braunrote Liésung wurde ein- 
gedampft, mit absolutem Methylalkohol aufgenommen, dann das 
vom KCl befreite Filtrat eingeengt. Beim Reiben erstarrt der 
Riickstand und lést sich danach nicht mehr in Alkohol. Reinigung 
der Substanz durch Umlésen aus Wasser unter Zuhilfenahme von 
Tierkohle. Das Thiol bildet kleine verfilzte Nadeln; es enthilt 
1 Mol. Krystallwasser, das bei 105° allmihlich entweicht. Ks 
schmilzt bei 168° unter Zersetzung. In kaltem Wasser lis- 
lich im Verhialtnis 1:15, in heiBem leicht léslich; in Methy!- 
und Athylalkohol sehr wenig, in anderen iiblichen organischen 
Lésungsmitteln nicht léslich. Seine wiBrige Lésung reagiert 
weder auf rotes noch auf blaues Lackmuspapier. Linksdrehend. 

0,2007 g verloren bei 105° 0,9148 g H,0O. 

0,2708 g gaben 0,3806 g CO, und 0,1337 g H,O. 

0,1248¢ , 14ccm N bei 22° und 760 mm. 

0,1621¢g ,, 0,1606 g BaSQ,. 


C,H,,0,N,8 + H,0: 
Ber, 38,13°/, C 5,44% H 12,71°/, N 18,44°/, S 7,56°/, H,O 


Gef. 38,33 5,22 12,68 13,60 1,37 
— 3,30 x 72,2857 | 

5 ae OO KT td er). 

Lelo” = 47012 x 3,2836 94 (in Wasser) 


Glucimidazol (Formel s. 0.). 


Zur Oxydation des Thiols wurden verschiedene Methoden 
probiert. Beim Behandeln mit etwas mehr, als dem doppelten 
Gewicht an stickoxydhaltiger, mit der 10fachen Menge Wasser 
verdiinnter Salpetersiure vom spezifischen Gewicht 1,36 bei 
90°, Entfernen der gebildeten Schwefelsiure, und Versetzen 
mit Silbernitratlésung unter teilweiser Neutralisation mit Am- 
moniak wurde ein amorphes Silbersalz erhalten, das angenihert 
die Zusammensetzung eines Doppelsalzes mit Silbernitrat be- 
saB; doch ist seine EKinheitlichkeit zweifelhaft. 


0,1194 g gaben 0,0862 g CO, und 0,0224 g H,O. 
0,1070g ,, %1,8cem N bei 20° und 747 mm. 
0,1617g¢ ,,  0,0790 Ag. 
C,H,,0,N,Ag, AgNO,: 
Ber. 18,06°/, H 2,36°/, H 9,039, N 46,45°/, Ag 
Gef. 19,6 2,1 8.4 48,8 
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Kin besseres Ergebnis hatten wir bei der Oxydation mit 
Hydroperoxyd. Zu 5 g in warmem Wasser geléstem Thiol 
wurden 30ccm 3°/,iger Wasserstoffsuperoxydlisung gegeben, 
und eine Stunde lang auf 60° erwirmt, bis die Lésung nicht 
mehr nach schwefliger Saiure roch, worauf noch einige ccm 
hinzugefiigt wurden und kurz aufgekocht wurde. Nach Ent- 
fernen der entstandenen Schwefelsiure wurde mit Sublimat 
und Sodalésung die Quecksilberverbindung gefiallt, die nach 
dem Zerlegen mit H,S ein Filtrat gab, das eingeengt im Ex- 
siccator tiber Schwefelsiure allmahlich zu biischeligen Nadeln 
des Hydrochlorids erstarrte. Schmelzpunkt: 162° u. Zers. 
Das Salz ist in Wasser sehr leicht léslich, in Alkohol und 
anderen gebriiuchlichen organischen Lésungsmitteln nicht lés- 
lich. Zur Analyse wurde es bei 100° getrocknet. 


0,1958 ¢g gaben 0,2685 g CO, und 0,0986 g H,0. 
0,1110¢ , 12,3 cem N bei 18° und 756 mm. 
0,1703g ,, 0,1055 AgCl. 

C,H,,0,N,.HC1: 

Ber. 37,48°/, C 5,80°/, H 12,50°/, N  15,62°/, Cl 

Gef. 37,41 5,64 12,66 15,32 


Auch andere Salze des Glucimidazols sind leicht léslich in 
Wasser, nur das imidazoldicarbonsaure Salz (vgl. die folgende 
Abhandlung) ist schwerer léslich. Es eignet sich aber trotzdem 
nicht zur Charakterisierung, weil es in Wasser leicht unter 
Abscheidung von Saure teilweise dissoziiert. Glucimidazol ist 
somit eine sehr schwache Base. In freiem Zustande konnte 
sie bis jetzt nicht krystallisiert erhalten werden, sondern hinter- 
blieb immer firnisartig. 

Wir glaubten deswegen auch von einer Bestimmung ihrer 
optischen Drehung absehen zu sollen. 

Bei der Oxydation des Glucimidazols oder auch des Thiols 
mit Salpetersaure von mindestens der doppelten Konzentration, 
als sie oben angewandt wurde, erhielten wir Imidazolcarbon- 
siure vom Schmelzpunkt 286°. Sie wurde durch Erhitzen in 
Imidazol verwandelt, das durch Schmelzmischprobe und be- 
kannte Reaktionen identifiziert werden konnte. 
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e-Methylglucopyrrol-f§-carbonsaureathy lester, 
C,H,OCO.C——_——CH 


cu, .¢_NH—C..(CH.OM), .CH,OH 

Aus 5 g nach Lobry de Bruyn und van Ekenstein!) 
dargestellter Glucosaminbase und 4g Acetessigester; Verriihren 
auf dem Wasserbade. Sobald die entstehende zihe Masse 
weich wurde, wurde sie mehrmals mit Alkohol versetzt und 
iiber Schwefelsiure im Exsiccator eingedunstet. Die zuriick- 
bleibende Masse wurde aus ziemlich viel kochendem Alkohol 
umgelést. Sternformig gruppierte, bei 120° schmelzende Nadeln. 
Beim raschen Verdunsten fallt die Verbindung leicht dlig aus. 
Sie ist in Wasser und heifem Alkohol léslich, nicht léslich in 
Ather und Chloroform. Beim Erhitzen mit Zinkstaub ent- 
wickelt die Substanz stark nach Pyrrol riechende Dimpfe mit 
kraftiger Fichtenspanreaktion. Rechtsdrehend. 

0,1219 g gaben 0,2366 g CO, und 0,0720 g H,O, 


0,1022¢ , 4,7 ccm N bei 20° und 745 mm. 
C.2H,1,0,N: Ber. 52,75°, C 6,95°/, H 5,13 % N 
Gef. 52,94 6,67 5,08 


+ 1,56 x 4,2178 


[ 20 ae ‘Ries - 
a s 1,025 x 0,1292 


-= + 49,68° (in Wasser). 
«-Methyl-8-acetyl-glucopyrrol (Formel analog der vorigen). 

Entsprechend dem Produkt aus Acetessigester dargestellt 
aus Acetylaceton und Glucosamin. Aus Athylalkohol feine 
Nadeln vom Schmelzpunkt 98°. Gubt, mit Zinkstaub erhitzt 
ebenfalls Geruch und Fichtenspanreaktion der Pyrrole. Links- 
drehend. 

0,1526 g gaben 0,3143 g CO, und 0,0906 g H,0O. 

0,1286¢ ,, 6,4ccm N bei 22° und 748mm, 

C,,H,,0,N: Ber. 56,47°/, C 666%, H 5,49% N 
Gef. 56,18 6,64 5,52 


= 0,78 x 6,0105 
1 x 1,023 x 0,1823 





[ali = = — 25,14° (in Wasser). 





) a a. 0. 








Uber die Inaktivierung 
der Saccharase durch kleine Mengen von Silbersalzen. 
Von 
H. y. Euler und Karl Myrbiick. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hoehschule zu Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Mai 1922.) 


Bei einer friiheren Untersuchung der reversibeln ,,Ver- 
giftung* von Saccharaselésungen durch Silber- und Queck- 
silbersalze+) haben sich zwischen den durch beide Metall- 
ionen auftretenden Erscheinungen wesentliche Unterschiede 
gezeigt. Die Giftwirkung von HgCl, verlief nicht proportional 
seiner Konzentration, sondern Aktivitat und Giftkonzentration 
zeigten sich durch folgende Kurve verbunden (Fig. 1). Bei 
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Fig. 1. 








den Silbersalzen hingegen fanden Euler und Svanberg 


1) Euler u. Svanberg, Fermentf. Bd. 3, S. 330 (1920). — Siehe 
auch diese Zeitschr. Bd. 107, S. 269 u. zwar S. 302 (1919). 
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im untersuchten Gebiet vollstindige Proportionalitat zwischen 
Salzkonzentration und Giftwirkung. So wurde z. B. fiir eine 
verdiinnte Enzymlésung von der Aktivitaét k- 104 = 75 — 50 fol- 
gende Kurve (Fig. 2) erhalten. 
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Fig. 2. 


Ks wurde auch mitgeteilt, daB mit abnehmender Enzym- 
menge hier der Vergiftungsgrad nicht abnimmt, sondern im 
Gegenteil wachst. Zur weiteren Aufklirung der in mancher 
Hinsicht interessanten Metallvergiftung der Enzyme haben wir 
die Versuche am System Saccharase—Silbernitrat wieder auf- 
genommen, um so lieber, als uns nunmehr bedeutend reinere 
Enzymlésungen zur Verfiigung standen. Es habem sich dabei 
auch wesentlich neue Resultate ergeben. 


Saccharaselosung. 


Bei allen Versuchen kam nun eine Enzymlésung zur An- 
wendung, welche wir als K 3A bezeichnet haben, und iiber deren 
Darstellung an anderer Stelle n&ihere Mitteilungen gemacht 
sind.') Das Enzympraparat besaB eine recht befriedigende 
Aktivitaét; es ist charakterisiert durch die Inversionsfihig- 
keit If = 84,0 bzw. durch den Minutenwert + 0° = 0,55 Min. 


Versuchsmethodik. 


Bei allen Versuchen wurde die optimale Aciditat mittels 
HNO, hergestellt; sie wurde elektrometrisch gemessen. 

Die mit der erforderlichen Menge Salpetersiure versetzte 
Rohrzuckerlésung enthielt stets 4,8 g Rohrzucker und wechselnde 
Mengen Silbernitrat in 60 ccm. Zuletzt wurde die Enzym- 
lésung zugefiigt. Somit ist bei allen im folgenden mitgeteilten 
Versuchen die Inkubationszeit = 0. 





1 Euler und Myrbick, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 8, 
Nr. 20 (1922). 
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Bei allen Versuchen mit Ausnahme des letzten lieferte 
das Enzym (1 ccm Lésung) unter den eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen die Inversionskonstante 4.104 = 49. 


In der Figur 3 sind die Punkte der Versuchsreihen I—VIII 
durch Kreuze bezeichnet, nach diesen Werten ist die gestrichelte 
Kurve eingetragen worden. Die Abweichung dieser Kon- 
zentrationskurye von derjenigen, welche Kuler und Svanberg 
friiher erhalten hatten, veranlaBte uns zuniachst zu der Unter- 
suchung, ob der héhere Reinheitsgrad des hier verwendeten 
Knzyms die auffallende Verschiedenheit bedingt hat, oder aber 
die Konzentration des aktiven Enzymes. 


Einflu8 von Hefengummi. - 


Dialysierte Enzymlésung [A 4. Minutenwert: + 0°=12 Min., 
im Wesentlichen mit Hefengummi verunreinigt. 

Die Versuchsreihe IX der folgenden Tabelle und die durch o 
bezeichnete, ganz ausgezogene Kurve der Figur 3 zeigen, daB 


die Form und Lage der Vergiftungskurve durch anwesenden 
Hefengummi nur wenig beeinflu8t wird. 



































‘ mg , mg 
Nr. a -10* | & rel. Nr. 5+ 10* 1% rel. 
Nr AgNO, r AgNO, k-10* | % rel 
I 1]0 49 100 16 | 0,02 43 88 
21 0,06 34,5 | 71 17 | 0,08 24,5 | 50 
3 | 0,08 28 57 18 | 0,10 19,5 | 41 
Il 4] 0,1 33,3 | 68 19 | 0,13 17,5 | 36 
3) 
: vi Me na VI 20/014 | 20 | 41 
ini 21 | 0,16 18 37 
Ii] 7 0,06 33 67,5 29 0,18 16,5 34 
8 | 0,02 48,8 | 92 23 | 0,25 17,5 | 36 
9 | 0,04 40,5 | 82,5 
10 | 0,10 22,5 | 46 VII 24 | 1,00 12 25 
IV 11 | 0,12 24,5 | 50 25 | 0,50 120 | 3% 
12 | 0,12 24,5 | 950 VIII 26 | 0,00 40 4100 
13 | 0,1225 23 47 27 | 0,40 11 27 
V 14 | 0,06 31 63,5 28 | 0,60 11,2 | 28 
15 | 0,04 36 13,5 29 | 0,80 11 29 
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mg mg 
Nr. 4 ke10* | & rel. : ko10* Jk r 
r AgNO, e Nr AgNO, rel 
Ix1i | 0 43.5 | 100 x1] 0 42,5 | 100 
2 | 0,01 | 39,5 91 2 | 005 | 27 64 
3 0,02 36 82,5 3 0,10 18 42 
4 | 005 | 34 78 4 | o20 | 13 31 
5 | 010 | 25 57,5 5 | o40 | 11 26 
6 0,15 17 39 
7 0,25 16 37 
s | 040 | 135 | 31 
100- maf 
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Hine friiher von Svanberg durch zweimalige Alkohol- 
fallung dargestellte und untersuchte Lisung 3@/4 wurde bis 
zu einem &-Wert verdiinnt, welcher den in den Versuchsreihen 
I—IX angewandten entsprach. Die Lésung zeigte dann den 
Minutenwert + 0° = 17,1 Minuten. 

Die Zahlen der Versuchsreihe X der Tabelle und die 
durch die Zeichen [] gezogene Kurve stimmen zwar nicht genau 
mit den Ergebnissen der Versuchreihen I—IX iiberein, im 
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groBen und ganzen ist aber doch der HinfluB der Ag-Kon- 
zentration deutlich derselbe. 

Es blieb also nunmehr die zweite mégliche Ursache der 
gefundenen Abweichungen gegen die friiheren Ergebnisse zu unter- 
suchen. : . 


EinfluB der Enzymkonzentration. 
Die folgenden 7 Versuchsreihen sind mit verschiedenen 
Verdiinnungen der aus dem vergangenen Jahr stammenden 
Lésung 3a@/4 angestellt. 


























Nr, ApNo, k-10*] & rel. Nr. AeNO, k+-10* | & rel. 
XI 0] 0 650 100 2] 0,10 26,7 | 26,7 
1] 0,05 135 21 31 0,20 14 14 

21 0,10 68 10,5 41 0,40 12 12 

3] 0,30 62 9,5 XV 1] 0 42,5 1100 

4 0,40 63 9,7 2 0,5 27 64 

XII 0] 0 300 100 1 0,10 18 42 
1] 0,05 72 24 41 0,20 13 31 

21 0,10 36 12 5 | 0,40 11 26 

3] 0,20 34 11 XVI 1] 0 27,5 1100 

4] 0,40 30 10 2] 0,05 — — 

Sil @t 0 150 100 31 0,10 15,7 | 57 
1} 0,05 62 41 4} 0,20 6,7 | 24 

21 0,10 30 20 51 0,40 5,2 | 19 

3 | 0,20 22 14,5 | XVII 1] 0 15 100 

4 0,40 16,5 11 9 0,10 7,2 48 
Asay ” OE 8 100 100 3} 0,20 5,5 36,5 
1] 0,05 46 46 41 0,40 3,4 | 22,5 


Simtliche Versuchsreihen zeigen iibereinstimmend, dab 
die Konzentrationskurve der Silbervergiftung stark von der ab- 
soluten Enzymkonzentration abhangt. 

Bei hohen Enzymkonzentrationen (A - 10* = 600 — 800) 
geht die prozentische Vergiftung allerdings sehr weit, und bei 


den fritheren Versuchen von Svanberg, welche mit hohen 


Knzymkonzentrationen angestellt sind, gilt der geradlinige Ver- 

lauf im gréBten Teil des Vergiftungsgebietes siehe die ge- 

strichelte von Svanberg erhaltene Kurve (Fig. 4). Aber auch 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 13 





igen Ea signpost et 
eo sce Se 











182 H.v. Euleru. Karl Myrbick, Inaktivierung der Saccharase usw. 


in diesen Fallen wird die Inaktivierung nie vollstindig; die 
Kurve darf also nicht geradlinig extrapoliert werden, sondern 
die richtige Erginzung der Kurve ist die ausgezogene. 
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Die Abnahme der prozentischen Vergiftung mit steigender 
Verdiinnung des Enzyms geht aus folgender Tabelle hervor, 
welche die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammenfabt. 


Knzymkonzentration Inaktivierte Saccharase 
k,104 °/, des gesamten Enzyms 
650 89,5 
300 88 
150 80 
100 13,8 
42.5 58 
27,5 43 


Trigt man die erhaltenen Werte fiir die prozentische In- 
aktivierung als Funktion der Enzymkonzentration auf, so er- 
hilt man das charakteristische Bild einer Dissoziationskurve. 
Auf die chemische Deutung dieser Spaltung werden wir dem- 
niichst zuriickkommen. Schon jetzt wollen wir aber besonders 
hervorheben, da& die hier mitgeteilten Ergebnisse sich auf 
AgNO,-Zusiitze bei optimaler Aciditat (pH = 4,5) beziehen. Die 
Vergiftung ist stark von der Aciditit der Lésung abhingig’), schon 
bei pH = 5,5 wird eine wesentlich starkere Vergiftung erzielt. 


') Durch kleine Aciditiitsschwankungen sind auch die Abweichungen 
mehrerer Versuchszahlen yon der untersten Kurve der Fig. 3 zu erkliren. 





Zur Kenntnis des Emulsins. 
(Zweite Abhandlung,) 
Von 


Richard Willstitter und Gertrud Oppenheimer. 


Mi(teilung aus dem chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissen- 
schaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1922.) 


In ihrer vor kurzem veroffentlichten Arbeit untersuchten 
R. Willstaitter und W. Csanyi?) emulsinhaltige Samen und 
Kmulsinpriiparate in der Absicht, durch quantitave Bestim- 
mung verschiedener Zucker- und Glucosidspaltungen zu priifen, 
ob fiir jeden einzelnen Fall der Hydrolyse ein spezifisches 
Knzym existiert. Besitzt eine Komponente des Emulsin ge- 
nannten Enzymgemisches die Fihigkeit, mehrere Substrate zu 
spalten, so wird sich nach der in einigen Untersuchungen’) 
iiber Hefeenzyme eingefiihrten Methode der Zeitwertquotienten 
ein konstantes Verhiltnis dafiir ergeben bei verschiedenen 
pflanzlichen Ausgangsstoffen, ferner beim Vergleich von frischem 
Pflanzenmaterial mit gealtertem oder mit den daraus ge- 
wonnenen Priparaten. Die Bestimmung der Zeitwerte fiir die 
Wirkungen von Emulsin auf Amygdalin, Prunasin, Lactose, 
Raffinose und f-Methylglucosid haben keine Anhaltspunkte 
fiir die Ubereinstimmung irgendwelcher Zeitwertquotienten er- 
geben. Es scheint sich also bei den in der ersten Abhandlung 
untersuchten Emulsinreaktionen um Wirkungen von Enzymen 





1) Diese Zs. Bd. 117, S. 172 (1921). 
®) R. Willstitter und W. Steibelt, diese Zs. Bd. 115, S. 199 
(1921); R. Willstitter und R. Kuhn, diese Zs, Bd. 115, S. 180 (1921). 
’ 13* 
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zu handeln, die voneinander unabhingig und in verinderlichen 
Verhiiltnissen gemischt auftreten. 

Im folgenden wird zur Priifung der Enzymspezifitiit die 
quantitative Analyse der emulsinhaltigen Samen und zwar von 
Prunus amygdalus und domestica auf einige 8-Phenolglucoside 
ausgedehnt, nimlich auf Phenylglucosid selbst, Salicin, Helicin 
und Arbutin. Dabei hat sich in 8 Proben von emulsinhaltigen 
Samen und Kmulsinpriparaten genaue Konstanz der Zeitwert- 
quotienten fiir die Hydrolyse von Phenylglucosid, Salicin und 
Helicin ergeben. Wenn man die Zeitwerte auf Helicin, das 
am schnellsten gespalten wird, bezieht, kommt zwar durch 
das Fallen der nach dem Gesetz der monomolekularen Reak- 
tion berechneten Konstante der Helicinspaltung eine kleine 
Ungenauigkeit in diese Quotienten, aber sie stimmen doch in 
allen Fallen innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Es hat sich 
also kein Anhaltspunkt dafiir finden lassen, daB es verschiedene 
Knzyme sind, die auf diese drei aromatischen Glucoside, die 
Derivate des Phenols selbst, des Salicylalkohols und Salicyl- 
aldehyds wirken. 

Dadurch wird zum ersten Mal durch quantitative Beob- 
achtung fiir ein zuckerspaltendes Enzym wahrscheinlich ge- 
macht, daf es verschiedene Substrate anzugreifen vermag. Fiir 
eine solche Schluffolgerung erscheint das experimentelle 
Material, wie es die 'abelle 4 zusammenstellt, noch knapp. 
es ist daher beabsichtigt, den Vergleich dieser Zeitwerte auf 
einen viel gréSeren Bereich auszudehnen, um die Folgerung 
nachzupriifen. 

Ks ist der Methode eigentiimlich, daB sie, so lange nicht 
sehr ausgedehntes analytisches Material vorliegt, nur endgiltige 
Ergebnisse liefert, wenn stark differierende Zeitwertverhiltnisse 
zutage treten. Viele derartige Angaben, aus denen sich aui 
Spezifitit der Arbutinase, Amygdalase, Prunase wie friiher der 
Galaktoraffinase und der Emulsinlactase schlieBen liBt, werden 
im folgenden mitgeteilt. Besonders bemerkenswert ist das Er- 
gebnis, dafi #-Methyl- und -Phenylglucosidase nichts miteinander 
gemein zu haben scheinen. Die Quotienten ihrer Zeitwerte sind 
niimlich entschieden und weit differierend, z. B. betrigt der Quo- 
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tient Zeitwert fiir Methylglucosidspaltung: Zeitwert fiir Phenyl- 
glycosidspaltung bei einer Probe von bitteren Mandeln 6,2, 
bei einer anderen 9,5 und bei Zwetschgenkernen 56. Die unter- 
suchten Kerne von Prunus domestica waren nimlich auBer- 
ordentlich arm an (-Methylglucosidase, etwa 6mal armer als 
die damit verglichenen bitteren Mandeln. 

f-Phenylglucosidase, Helicinase und Salicinase sind als 
identisch anzusprechen, die erste dieser Bezeichnungen geniigt 
daher. Ehe ein derartiger Fall bekannt war, hatten R. Will- 
stitter und R. Kuhn’), sowie R. Willstitter und W. Csanyi?) 
angenommen: ,da die Enzyme in so hohem Mabe spezifische 
Reagenzien fiir den Abbau von Polyosen und Glucosiden sind, 
so ist es wahrscheinlich, daB gleichen hydrolytischen Wirkungen 
auch ahnliche oder vergleichbare Konzentrationen von Enzymen 
entsprechen.“ Dies war ausgesprochen fiir verschiedene Enzyme, 
die auf vergleichbare Substrate wirken. Es zeigt sich jetzt, 
daB nicht dasselbe gilt fiir ein Enzym, das verschiedene Sub- 
strate spaltet. Es ist in sehr ungleichem MaBe fiir diese 
Spaltungen geeignet. Die Phenylglucosidase erscheint viel mehr 
spezifisch fiir Helicin als fiir Phenylglucosid, denn die 50°/,ige 
Spaltung des letzteren erfordert 50mal mehr Zeit. Der Ge- 
danke, daB die Enzyme in hohem Mae spezifische Reagenzien 
fiir den Abbau ihrer Substrate seien, erleidet hierdurch eine 
gewisse Kinschrinkung. 


Bestimmungsmethoden. 


Als MaBe fiir die Wirkungen des EKmulsins bestimmten 
Willstitter und Csanyi die Zeiten, die 1 mg Emulsin- 
priparat oder emulsinhaltige Pflanzensubstanz braucht, um 
aus 0,1000 g wasserhaltigem Amygdalin in 20 ccm bei 30° 
und optimalem py, die Hilfte der theoretischen Monosemenge 
abzuspalten. Von den meisten anderen Substraten wurden 
diejenigen Mengen der Zeitwertbestimmung zugrunde gelegt, 
die gleich viel Monose liefern, also die aquimolekulare Menge 
Lactose und die doppeltmolekulare Menge Raffinose oder 


) a.a.O S. 185. 
3) a. a. O. S. 194. 
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f-Methylglucosid. Nur von Prunasin war wegen Material- 
mangels die iquimolekulare Menge eingesetzt, obwohl sie nur 
halb soviel Glucose liefert. 

In der vorliegenden Arbeit trafen wir nur in bezug auf 
die Substratkonzentrationen fiir die Zeitwerte zwei Anderungen. 
Ks erschien uns richtiger, fiir den Vergleich der enzymatischen 
Wirkungen, der hier allein beabsichtigt war, durchwegs mit 
iiquimolekularen Mengen der Substrate die 50°/,ige Spaltung 
anzugeben. Und um die Genauigkeit der Bestimmung bei den 
Monoglucosiden zu erhdhen, war es dann zweckmaBig, dic 
Amygdalinmenge in 20 ccm zu verdoppeln. 

Die Lésungen der Substrate enthielten also in 20 ccm: 

0,2000 g Amygdalin (mit 3H,O), Mol.-Gew. 511,38 
0,1155 g Prunasin, Mol.-Gew. 295,1 

0,0794 g f-Methylglucosid (mit }H,O), Mol.-Gew. 203,1 
0,1164 g Helicin (mit $H,O), Mol.-Gew. 297,6 

0,1119 g Salicin, Mol.-Gew. 286,1 

0,1002 g £-Phenylglucosid, Mol.-Gew. 256,1 

0,1064 g Arbutin, Mol.-Gew, 272,1. 

Die Hydrolyse dieser Glucoside bestimmten wir, genauer 
als es polarimetrisch méglich wire, nach der Reduktions- 
methode, und zwar nach Bertrand, und entfernten wie friiher 
die aus den Glucosiden Prunasin und Amygdalin abgespaltene 
Blausiiure durch Destillation mit Wasserdampf. 

Da das bei der Spaltung des Arbutins entstehende Hydro- 
chinon Fehlingsche Lésung auch selbst reduziert, war fiir dic 
Verhiltnisse der enzymatischen Spaltung eine Tabelle (S. 5) der 
Kupferwerte von Glucose + Hydrochinon zu ermitteln. Dazu 
stellten wird die fiir die verschiedenen Spaltungsgrade be- 
rechneten Gemische von Arbutin, Hydrochinon und Glucose her 
aus einer 0,532°/,igen Arbutinlésung einerseits und der Lisung 
von 0,2151 g Hydrochinon + 0,3521 g Glucose andererseits. 

Ebenso muB auch beim Helicin, obwohl sein Spaltprodukt 
Salicylaldehyd nicht oder nur spurenweise reduzierend wirkt, 
eine Tabelle fiir die Kupferwerte bei verschiedenen Spaltungs- 
graden aufgestellt werden, da das Helicin Fehlingsche Lésung 
beim Kochen reduziert, wodurch unter unseren Bedingungen 
eine Spaltung von iiber 13°/, vorgetiuscht wird. Die erforder- 
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lichen Gemische stellten wir her aus einer 0,582°/,igen Lisung 
von Helicin und einer solchen von 0,2508°/, Salicylaldehyd- 
und 0,3521°/, Glucosegehalt. 


Tabelle 1. 


Kupferzahlen des Gemisches yon Glucose + Hydrochinon neben Arbutin. 





Arbutin- 





Lésung von 














oe bi losung Pe el nesinstsheina Mittelwert 

: ccm cem 1. 2. 

0 10 0 —_- | — — 
10 9 1 13,6 | 18,1 13,35 
20 8 2 26,7 | 26,7 26,70 
30 7 3 40,9 | 40,9 40,90 
40 6 4 55,5 | 55,0 65,25 
50 5 5 66,1 | 65,5 55,80 
60 4 6 81,7 | 82,2 81,95 
70 3 7 95,3 | 94,8 95,05 
80 2 8 109,6 | 109,4 109,50 











Tabelle 2. 








Kupferzahlen des Gemisches von Glucose + Salicylaldehyd neben Helicin. 


Helicin- 


earripe.. Seung 

I ecm 
0 20 
10 18 
20 16 
30 14 
40 12 
50 10 
60 8 
70 6 
80 4 
90 2 
100 0 














Lésung von 
Glucose + Sali- Kupfer mg , 
cylaldehyd sss Mittelwert 
ecm 1. 2. 
0 19,2 19,4 19,3 
2 30,9 31,4 31,2 
4 41,7 | 42,0 41,9 
6 52,6 | 53,9 53,3 
- 64,7 65,3 65,0 
10 75,9 76,5 16,2 
12 86,4 88,0 87,2 
14 97,0 97,9 97,5 
16 106,1 107,2 106,6 
18 122,1 119,2 120,6 
20 131,4 | 130,0 130,7 








Wegen der gréBeren Reduktionswirkung dient bei der 
Spaltung des Arbutins nur die in 10 ccm enthaltene Menge 
zur Analyse oder es werden 0,1330 g Arbutin im 25 ccm- 
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MeSkolben mit Enzym und 2—5 ccm-Puffer angesetzt. Man 
unterbricht die Spaltung durch Entnahme von 10 ccm des 
Gemisches und Kintragen in 20 ccm alkalische Seignettesalz- 
lésung und bringt die Fliissigkeit mit 10 ccm Wasser auf 
die fiir die Kupfermethode vorgeschriebene Verdiinnung. Ebenso 
wurde das Reaktionsprodukt aus 0,2 g Amygdalin geteilt, 
indem wir 10 ccm entnahmen und in einen Rundkolben mit 
2ccm 10°/,iger Schwefelsiure einflieBen lieBen. Nach dem 
Kntfernen der Blausiure mit Wasserdampf brachte man das 
Volumen auf 20 ccm. 

Die Spaltung der anderen Glucoside bestimmen wir mit 
je 10 com 1,164°/,iger Lisung von Helicin, 1,119°/,iger 
von Salicin, 1,002°/,iger von Phenylglucosid und 0,7945°/,- 
iger von Methylglucosid, die man im 250 ccm Rundkolben mit 
2—5 ccm Puffer und soviel Wasser versetzte, daB das Volumen 
zusammen mit der Kmulsinlésung 20 ccm betrug. Das Ab- 
stoppen geschah durch Zufiigen der alkalischen Seignettesalz- 
losung. 


Optimale Aciditat. 


Die giinstigste Wasserstoffzahl wurde in allen Fallen mit 
Acetatgemischen nach L. Michaelis eingestellt. 

Fir die Spaltung von Salicin ist die geeignete Aciditit, 
Py = 4,4, schon von KE. Vulquin?) bestimmt und von uns be- 
stitigt gefunden worden, wie auch B. Helferich?) die Analyse 
bei p, = 4,7 ausfihrt. 


Pu mg Cu */, Spaltung 
4,0) 83,1 61,3 
4,4 84,2 62,2 
4,7 83,7 61,7 


Fiir die Hydrolyse von 8-Methylglucosid und von Prunasin 
haben Willstatter und Csanyi p, = 4,4, von Amygdalin = 6,0 
als Optimum bestimmt. Noch unbekannt war die giinstige 
Aciditat fiir die Helicin-, Arbutin- und Phenylglucosidspaltung. 

Helicin. Aus Versuchen von 15 Minuten Dauer mit 





1) Soc. Biol. Bd. 70, S. 270, 763 (1911). 
2) Diese Zs. Bd. 117, S. 159 (1921). 
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Emulsin (1,6 mg) der bitteren Mandeln ergab sich das Optimum 
von py = 9,3. 


Py mg Cu °*/, Spaltung 
4,7 65,3 40,0 
5,0 66,8 41,1 
5,3 71,6 45,5 
5,6 65,5 40,1 
5,9 64,5 39,3 


Arbutin. Vorversuche zeigten, daB das Optimum zwischen 
Py = 4 und 5 liegt. In dem engeren Bereich von p, = 3,8 
bis 4,4 wurden 3 Versuche mit je 4 mg Praparat in 530 Mi- 
nuten Kinwirkungsdauer gemacht. Optimum: p,, = 4,1. 


Pa mg Cu °/, Spaltung 
3,8 43,3 81,7 
41 48,9 32,1 
44 41,2 30,2 


f-Phenylglucosid. In dem Bereich py = 4 bis 5,3 
sind die Unterschiede der Phenylglucosidspaltung sehr klein. 
20 mg Praparat spalten in 45 Minuten 31,7—32,4°/,, bei py = 6 
werden 23,9°/, gespalten. Als geeigneter Wasserstoffexponent 
wird 5 gewahlt. 


Zur Kinetik der Emulsinwirkungen. 


Nach Willstitter und Csanyi folgen die Wirkungen des 
Kmulsins auf Raffinose und Lactose, ferner auf §-Methylglucosid 
dem Gesetz der monomolekularen Reaktion. Fiir die Hydrolyse 
des Salicins ist der nimliche Verlauf von C.S. Hudson und 
H.S. Paine‘), sowie vor kurzem von B. Helferich?) beobachtet 
worden. Dasselbe Gesetz beherrscht auch die Spaltungen von 
Arbutin und #-Phenylglucosid (Tab. 3), deren Optima etwa 
zwischen 4 und 5 liegen. Hier bestitigt sich die in der ersten 
Abhandlung ausgesprochene Erfahrung, daB diejenigen Enzym- 
wirkungen des Emulsins, die in ausgesprochen saurem Gebiet 
optimal verlaufen, sich dem monomolekularen Gesetz fiigen. 





1) J. Am. Soc. Bd. 31, S. 1242 (1909). 
2) A.a. O., S. 162. 
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Tabelle 3. 
Zeitlicher Verlauf der Salicin-, Arbutin-, Phenylglucosid- und Helicin- 














spaltung. 
Substrat Zeit Cu Spaltung 104 - a 
Min. mg *le t a- 2 
Salicin 2... 20 27,2 19,2 462.9 
35 43,4 30,9 458,4 
55 62,5 45,8 476,3 
16 18,4 57,6 490,3 
100 91,7 68,0 494,8 
Arbutin ...., 40 39,8 29,2 374,9 
65 56,5 41,9 862,6 
95 16,6 57,0 385,8 
125 88,7 64,8 362,6 
175 101,9 17,6 371,0 
Phenylglucosid . 45 27,7 19,5 209,3 
135 64,3 46,8 203,0 
180 81,7 60,0 221,0 
225 93,6 69,6 225,3 
ee 5 28,0 7,0 27,3 
12 35,8 13,6 23,0 
22 42,0 18,5 17,5 
36 54,9 29,2 18,1 
56 68,1 40,8 17,4 
80 80,7 51,0 16,8 
120 94,7 63,2 15,7 
200 111,9 79,7 15,0 














Auf Helicin ist diese Regel nicht anwendbar. Der Ab- 
fall des Wertes = lg “_  deutet auf eine Hemmung 





a-wZ 


durch “den abgespaltenen Salicylaldehyd hin. Die Helicin- 
hydrolyse wurde daher mit der aus den Bestimmungen der 
Tab.3 abgeleiteten empirischen Kurve berechnet, die Spaltungen 
der anderen Glucoside (auBer Amygdalin) mit der logarithmischen 
Kurve, auch die von Prunasin. 
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Zeitwerte der Emulsinwirkungen. 


Die vergleichende Untersuchung, deren Ergebnisse in der 
nachfolgenden Tab.4 zusammengestellt sind, erstrecken sich auf 
drei verschiedene Pianzensamen, namlich mehrere Darstellungen 
der entélten Pulver von bitteren und siiBen Mandeln und von 
Zwetschgenkernen (Prunus domestica), ferner auf Emulsin selbst, 
auf kaufliches und auf einige nach dem Verfahren der ersten 
Arbeit dargestellte Priparate aus bitteren und aus siiBen 
Mandeln, und zwar Rohprodukte und aus waBriger Lésung mit 
Alkohol umgeschiedene Priaparate. 

Von den gepriiften Wirkungen des Emulsins auf einfache 
Glucoside erweist sich die auf Helicin, die R. Piria*) zuerst be- 
obachtet hat, als weitaus die stirkste. Die 50°/,ige Hydrolyse 
dieses Substrats durch einen der Pflanzensamen oder ein Emulsin- 
priparat erfordert 1/, der Zeit wie die Salicinspaltung, '/,, der 
Zeit wie die Phenylglucosidspaltung und in einem der Beispiele 
etwa 1/,,, der Zeit wie die Methylglucosidhydrolyse. 

Nichst der f-Methylglucosidase ist die Arbutinase am 
schwichsten in den als Emulsin bezeichneten Enzymgemischen 
vertreten. Die Wirkungen auf die beiden Glucoside des Benz- 
aldehydcyanhydrins ergeben ahnliche Zeitwerte wie die Helicin- 
spaltung. Es kam vor, nimlich bei Zwetschgenkernen, daB die 
50°/,ige Spaltung von Amygdalin und von Helicin etwa die 
gleiche Zeit beanspruchten, wahrend von kauflichem Emulsin 
das Helicin doppelt so rasch als das Amygdalin gespalten 
wurde. Die Prunasinhydrolyse erforderte durchschnittlich die 
doppelte Zeit wie die des Helicins. 


Quotienten der Emulsinwirkungen. 


Die Zeitwerte der verschiedenen Glucosidspaltungen be- 
ziehen wir auf den giinstigsten Wert, den der Helicinspaltung. 
Der Quotient Salicinspaltung : Helicinspaltung betrug bei den 
4 untersuchten Samen und den 4 Emulsinpriparaten ungefahr 5,5 
die Schwankungen von 5,1 bis 5,9 legen innerhalb der Fehler- 
grenzen. EKbenso konstant ist in allen Fallen das Verhiltnis 
8-Phenylglucosid- : Helicinspaltung gefunden worden. Es be- 





1) Liebigs Ann, der Chem. Bd. 56, S. 35 (1845) und awar S. 67. 
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wegte sich zwischen 48 und 52 und gab etwa den Durch- 
schnitt 50. Die Reihe dieser Quotienten in der Tab. 5 liefert 
dafiir, daB es sich um _ verschiedene 


Tabelle 4. 


also kein Anzeichen 





Glucosidasen-Zeitwerte von Pflanzensamen und Emulsinpriiparaten. 


| Emulsinhaltiges Material 


4 mg 


Bitt. Mandeln, entdlt. 
Pulver, Darst. 1 


— 


to 


Bitt. Mandeln, entdélt. 
Pulver, Darst. 2 


3] SiBe Mandeln, entélt. 
Pulver 


4] Zwetschgenkerne, ent- 
6lt. Pulver 





25 


100 
20 





Substrat 


Helicin 
Salicin 
Phenylgl. 
Arbutin 
Methylgl. 
Prunasin 


Amygdalin 


Helicin 
Salicin 
Phenylgl. 
Arbutin 
Methylgl. 
Amygdalin 


Helicin 
Salicin 
Phenylgl. 
Arbutin 
Methylgl. 
Prunasin 
Amygdalin 


Helicin 


Salicin 
Phenylgl. 
Arbutin 
Methylgl. 
Prunasin 


Amygdalin 





| 
| 
| 
| 


. Versuchsdauer | 
\ Min. 


425 
1055 
1765 





Cu 
mg 


61,1 
50,7 
48,2 
48,6 
24,4 
49,2 
70,0 


69,7 
49,7 
53,1 
16,5 
65,3 
66,7 


12,5 
64,0 
33,8 
70,0 
50,4 
12,5 
69,0 


60,6 
54,1 
15,3 
44,9 
12,9 
72,7 
69,2 





0/ 
io 


Spaltung 





Zeitwert 


535 
3025 
26700 
41000 
254000 
856 
475 


625 
3300 
30 400 
69 000 
1890060 
840 


630 
3650 
32000 
74400 
210000 
685 
150 


420 
2350 
22.000 
92.000 
1,230000 
544 
357 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 
: . 
‘ Emulsinhaltiges Material er % Cu | | Zeitwert 
A mg Sa] mg] 3° 
= RM 
> 
5} Emulsin, Rohprodukt 
aus Nr. 1 1,6 | Helicin 17] 72,5 | 43,3 | 34,2 
4 Salicin 68 | 85,9 | 61,0 200 
20 Phenylgl. 58 | 53,6 | 38,6 1640 
32 Arbutin 53| 42,7] 31,9] 3130 
1,6 | Prunasin 29] 57,6 | 41,5 60 
1,9 | Amygdalin | 18] 66,5 | 48,4] 36,5 
6} Emulsin, umgef. Priip. 
aus Nr. 2 #,6 | Helicin 11] 74,8 | 45,7] 20,1 
4 Salicin 32] 75,0 | 52,8 117 
20 Phenylgl. 60 | 74,5 | 54,5 1040 
16 Arbutin 165| 64,11 48.4] 2750 
20) Methylgl. | 385] 55,4] 40,1] 10300 
0,8 | Prunasin 30 | 49,6 | 35,6 | 37,6 
| 2,56 | Amygdalin | 15] 82,4] 60,6] 25,6 
7] Emulsin, Lsg. v. Nr. 6 
nach 3'Tage Stehen 1,6 | Helicin 9} 70 | 41,8] 19,0 
4 Salicin 241 63,4 | 44,0 113 
20 Phenylgl. 50 | 68,5 | 49,9 1002 
8} Emulsin, umgef. Priip. 
aus Nr. 3 1,6 | Helicin 9] 52,1 | 26,7] 34,9 
4 Salicin 85 | 54,8 | 37,9 203 
20 | Phenylgl. 63] 52,6] 37,8] 1825 
16 Arbutin 119] 45,2 | 33,0 3260 
40 | Methylgl. | 228] 38,2] 27,0] 19800 
1,6 Prunasin 30] 55,5 | 40,0 | 64,5 
3,2 | Amygdalin 12] 61,6 | 44,7] 45,3 
9] Emulsin, kiiufl. Priip. 
(KE. Merck) 6 Helicin 20] 72,7 | 43,5 150 
46 Salicin 20] 69,5 | 48,7 760 
40). Phenylgl. 180 | 67,5 | 49,0 7350 
80 Arbutin 150 | 50,0 | 36,3 | 183800 
50 Methylgl. | 1111] 44,9 | 32,0 | 100000 
19,2. | Amygdalin 14] 75,8 | 55,4 220 
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Komponenten des Emulsingemisches handele, die auf die 
Substrate #-Phenylglucosid, Salicin und Helicin wirken. 

Dies ist die einzige RegelmiBigkeit, durch welche sich die 
Beschreibung dieses Enzymgemisches vereinfacht. Sonst ergibt 
der Vergleich der Zeitwertquotienten (Tab. 5) keine Beziehungen, 
aus denen auf das Wirkungsvermégen eines und desselben 
Enzyms auf mehrere Substrate geschlossen werden kiénnte. Das 
Verhaltnis der Arbutinspaltung zur Helicinspaltung ist zwar 
nicht eben stark schwankend, zwischen 77 und 219, aber die 
Ausschlige gehen doch weit iiber die Bestimmungsfehler hinaus. 
Auch die Hydrolyse von #-Methylglucosid ergab mit der von 
Helicin in vielen Fallen eindeutige wenn auch nur mifige 
Ausschlige der Quotienten, die sich von 333 bis 570, nur bei 
dem kiéuflichen Priparat bis 670 bewegten. Aber in den 
Zwetschgenkernen fand sich ein Beispiel, in dem die Methy]- 
glucosidspaltung fast 3000mal mehr Zeit als die des Helicins 
erforderte. 

An dem Verhiltnis der Zeitwerte fiir die Hydrolyse von 
Amygdalin und Prunasin bezogen auf Helicin oder an den 
bedeutend divergierenden Quotienten Prunasespaltung: Amyg- 
dalinspaltung bestatigt sich, daB Amygdalase und Prunase, wie 
in der ersten Abhandlung angedeutet worden, in differierenden 
Verhiltnissen auftreten, ohne Zusammenhang miteinander und 
mit den anderen Emulsinkomponenten. 


Tabelle 5. 


Zeitwertquotienten der Emulsinwirkungen, bezogen auf Helicin. 





























|e [s |e |ee| Sel Se[g- 
Ss |o (3 | fee] ee] se lee 
Aa pan| solar Alea | sai a 
Substrat selsalselse] 2 ¢ lela. 
Al Al) A42lo4|svlealaeal ec 
2 12 |8 [2 |sel/Selee ee 
a “A = N A} 8A, a} 8A, 
ee 
Saliein . 5,7 15,3 | 5,8 | 56/58 | 58 | 5,8 | 51 
Phenylglucosid . 50 149 [50 [52 [48 fee |52 [49 
Prunasin . gh Meade 1,6 | — | 1,08] 1,80] 1,75} 1,88] 1,85) — 
Amygdalin . . . . | 0,89] 1,34] 1,19] 0,85] 1,06] 1,28] 1,30] 1,47 
a 77 |] 110 | 118 | 219 | 90 | 137 98 | 122 
Methylglucosid . . . | 475 | 302 | 833 | 29380] — | 512 | 570 | 670 








Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 
XIX. Mitteilung.’) 


Uber das Vorkommen von Milchséiure und Bernsteinsaure 
in den Blattern der Himbeere (Rubus Idaeus). 
Von 


Hartwig Franzen und Emmi Stern. 


(Aus dem chemischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 1922.) 


Vor einiger Zeit?) konnten wir zeigen, daB beim Ein- 
dampfen des Filtrates vom Bleiniederschlag des waBrigen 
Kxtraktes der Himbeerblitter reichliche Mengen eines Salzes, 
welches in der Hauptsache aus milchsaurem Magnesium bestand, 
auskrystallisierten. In weiterer Verfolgung unserer Absicht, 
die wasserléslichen Bestandteile der Himbeerblitter méglichst 
vollstiindig kennen zu lernen, haben wir nachgesehen, ob in 
diesem Salz auBer Milchsiure noch andere Saéuren vorhanden 
sind. Weiter haben wir das Filtrat von den Magnesiumsalzen 
auf andere krystallisierbare Salze gepriift und das Filtrat von 
diesen noch auf itherlésliche Stoffe, besonders auf Milchsiure, 
untersucht. 

Um zunichst die Siuren des Magnesiumsalzes kennen zu 
lernen, wurde es in Wasser aufgeschlimmt, die Séiuren durch 
Zusatz von Schwefelsiure in Freiheit gesetzt, mit Ather ex- 
trahiert, die itherléslichen Sauren verestert und die Ester der 
fraktionierten Destillation im Vakuum unterworfen. Das Siede- 


es ore 


) XVIII. Mitteilung, diese Zs. Bd. 119, 5. 150 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 115, S. 270 (1921). 
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punktsbild deutete darauf hin, daB sie zur Hauptsache aus 
Milchsiureiithylester bestanden; nebenbei waren aber auch noch 
erhebliche Mengen hoher siedender Ester vorhanden. Die 
nihere Kennzeichnung der Ester soll weiter unten besprochen 
werden. 

Das Filtrat von den Magnesiumsalzen gab beim Kindampfen 
im Vakuum eine weitere reichliche Krystallisation. Die Metall- 
bestimmung als Oxyd und als Sulfat zeigte, daB diese 
Krystallisation wesentlich aus Calciumsalzen bestand; nebenbei 
waren aber auch noch geringe Mengen Magnesium- und Mangan- 
salze vorhanden. Um die Siure des Salzgemisches kennen zu 
lernen, wurde ein Teil mit Schwefelsiure zerlegt, aus dem 
Filtrat vom Gips die Siure mit Ather extrahiert und das 
nach dem Abdestillieren des Athers hinterbleibende Ol durch 
Erhitzen seines Hydrazinsalzes nach einem friiher angegebenen 
Verfahren') in das Hydrazid und dieses in die Benzyliden- 
verbindung umgewandelt. Letztere zeigte die Eigenschaften 
des Benzylidenmilchsaiurehydrazids, woraus folgt, daB das Salz 
hauptsichlich aus milchsaurem Calcium besteht. Um zu sehen, 
ob das Salz neben der Milchsiiture noch andere Siuren enthilt, 
wurde es ebenso wie das Magnesiumsalz behandelt, die freien 
Siuren verestert und die Ester der fraktionierten Destillation 
im Vakuum unterworfen. Das Siedepunktsbild deutete auch 
in diesem Falle wieder darauf hin, daB die Ester wesentlich 
aus Milchsiureester bestanden; nebenbei waren aber auch noch 
erhebliche Mengen héher siedender Ester vorhanden. 

Da das Siedepunktsbild der Ester aus den Magnesium- 
und aus den Calciumsalzen eine weitgehende Ubereinstimmung 
zeigte, konnte ihre nihere Untersuchung dadurch vereinfacht 
werden, daB die gleich siedenden Fraktionen zusammen ver- 
arbeitet wurden. 

Zunichst wurden die zwischen 45 und 56° siedenden 
Anteile, in denen nach dem Siedepunkt wesentlich Milchsdure- 
ester vorhanden sein muBte, untersucht. Sie wurden nochmals 
im Vakuum fraktioniert und der bei 50—52° (14 mm) siedende 





1) Diese Zs. Bd. 115, 8S. 270 (1921). 
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Hauptanteil durch Einwirkung von Hydrazinhydrat in das Hydr- 
azid und dieses in seine Benzylidenverbindung umgewandelt. 
Sie zeigte die Krystallform, Léslichkeitseigenschaften und den 
Schmelzpunkt des Benzylidenmilchsiiurehydrazids. In Mischung 
mit aus reiner Kahlbaumscher Milchsiure dargestelltem 
Benzylidenmilchsiiurehydrazid trat keine Schmelzpunktserniedri- 
gung ein. Das durch Verseifung bestimmte Molekulargewicht 
des Esters gab den fiir Milchsaiureithylester berechneten Wert. 
In der Fraktion 50—52° liegt also letzterer Ester vor. Die 
zwischen 52—55° siedende Fraktion wurde ebenfalls in die 
Benzylidenverbindung des Hydrazids umgewandelt; auch hier 
wurde Benzylidenmilchsiurehydrazid erhalten: diese Fraktion 
besteht also ebenfalls aus Milchsaureiithylester. 

Die niedriger als 45° siedenden Fraktionen wurden eben- 
falls vereinigt, nochmals der fraktionierten Destillation unter- 
worfen und die drei ersten Fraktionen von 23—30°, 30—40° 
und 40—50° ebenfalls in die Benzylidenhydrazide umgewandelt. 
In allen Fallen entstand Benzylidenmilchsdéurehydrazid. Diese 
Fraktionen sind also Gemische von Milchsiureithylester und 
Alkohol. In gleicher Weise wurden auch die Fraktionen von 
55—85° und von 85—110° untersucht und _ ausschlieBlich 
Benzylidenmilchsiurehydrazid erhalten. Die beiden Fraktionen 
bestehen aus Milchsiureiithylester und einem Ester, der bei 
der Kinwirkung von Hydrazinhydrat Milchsiurehydrazid liefert. 

Die zwischen 110—120° siedenden Anteile wurden ver- 
elnigt und einer zweimaligen fraktionierten Destillation unter- 
worfen; der Hauptanteil ging schlieBlich bei 117—118° iiber. 
Der Ester besa8 einen iuBerst angenehmen, weinartigen Geruch. 
Die Analysen und das Molekulargewicht, durch Verseifung 
ermittelt, stimmten auf Lactylmilchsiuredthylester: 

CH, 
CH,—CH—co—0—CH—co0c,H, 


| 
OH 


Bei der Einwirkung von Hydrazinhydrat auf den Ester 
und weiterhin von Benzaldehyd entstand in sehr guter Aus- 
beute Benzylidenmilchsiiurehydrazid. In den Fraktionen von 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 14 
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110—120° liegt also im wesentlichen Lactylmilchsdureester 
vor. Ob nun die Lactylmilchsiure als solche in den Pflanzen 
vorkommt, ist durch den Nachweis des Esters nicht sicher 
gestellt, da ja bekanntlich Milchsiure sehr leicht unter Verlust 
von Wasser in die erwihnte Saure iibergeht. 

Die Fraktion von 118—146° lieferte bei der Behandlung 
mit Hydrazinhydrat und Benzaldehyd ebenfalls Benzyliden- 
milchsiurehydrazid in guter Ausbeute. Es liegt also ein Ester- 
gemisch vor, welches bei der Behandlung mit Hydrazinhydrat 
im wesentlichen Milchsiurehydrazid gibt. Ein Teil des Ester- 
gemisches diirfte aus Lactylmilchsiureester bestehen; in den 
héher siedenden Anteilen liegt vielleicht Lactyllactylmilch- 
siureester vor: 

CH, CH, 


| | 
CH,—CH—CO—O—CH—CO—O—CH—COO0C,H, . 
| 


OH 

Die Untersuchungen zeigen, daB die Siuren der Magnesium- 
und Calciumsalze wohl ausschlieBlich aus Milchsiure bestehen. 

In dem Filtrat von den Magnesium- und Calciumsalzen 
muBten aller Voraussicht nach auch noch erhebliche Mengen 
Milchsiure vorhanden sein. Um diese zu gewinnen, wurde 
das dunkelbraune Filtrat mit der zur Bindung der Basen not- 
wendigen Menge Schwefelsiure versetzt, vom Gips abfiltriert, 
das Filtrat erschépfend mit Ather extrahiert, der Ather ver- 
dampft und 435 g eines hellbraunen Oles erhalten. Da das 
Ol betriichliche Mengen in Benzol ldsliche Stoffe enthielt, 
wurde es mit Wasser gemischt und erschépfend mit Benzol 
extrahiert; die braune Benzollésung hinterlie8 beim Kindampfen 
eine dicke braune, balsamahnliche Masse von sehr angenehmem 
an Honig erinnernden Geruch, iiber die spater einmal be- 
richtet werden soll. Die mit Benzol extrahierte Lésung wurde 
zum gréBten Teil zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 
die Athylester umgewandelt und diese der fraktionierten 
Destillation, zum Teil im Hochvakuum, unterworfen. Das Siede- 
punktsbild zeigt, daB die Ester hauptsichlich aus Milchsiure- 
ester bestehen, da8 daneben aber auch noch recht betricht- 
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liche Mengen hoéher siedender Ester vorhanden sind. Die 
héher siedenden Ester waren zum Teil gelb gefirbt und be- 
saBen einen unangenehmen Geruch. Die Fraktionen von 120° 
an entfairbten Bromlésung; sie enthielten also ungesittigte 
Bindungen. Die Reaktionen auf Carbonylgruppen ftielen 
negativ aus. 

Zur niheren Kennzeichnung wurden die einzelnen Frak- 
tionen systematisch in die Hydrazide bzw. deren Benzyliden- 
verbindungen nach einer weiter unten gegebenen allgemeinen 
Vorschrift umgewandelt. Die niedrig siedenden Anteile, bis 
80°, gaben lediglich Benzylidenmilchsiurehydrazid; sie be- 
stehen also wesentlich aus Milchsiureiithylester. Die Frak- 
tionen bis 100° gaben Bernsteinséuredihydrazid und Benzy- 
lidenbernsteinsiiuredihydrazid. Neben Bernsteinsiiureester 
miissen in diesen Fraktionen aber auch noch andere Ester 
vorhanden sein, denn die Hydrazide besaBen eine gelbliche 
Farbe, einen unangenehmen Geruch und gaben bei der Be- 
handlung mit Benzaldehyd neben flockigen Benzylidenverbin- 
dungen, wie sie Milchsiure- und Bernsteinsiurehydrazid liefern, 
auch noch schmierige Hydrazone, Die hoéher bis 120° sie- 
denden Fraktionen lieferten neben Bernsteinsiiuredihydrazid und 
Benzylidenbernsteinsaéuredihydrazid reichliche Mengen Benzyiden- 
milchsiurehydrazid. Sie bestehen insgesamt genommen aus wenig 
Bernsteinsiureester und viel Lactylmilchsiureester. Nebenbei 
sind aber auch noch Ester vorhanden, deren Hydrazide schmie- 
rige, gelbe Benzylidenverbindungen liefern. Diese verdanken 
wahrscheinlich ungesittigten Estern ihre Entstehung, denn ihre 
Menge wird mit steigendem Siedepunkt der Ester immer gréBer 
und von Fraktion 6, an (120—125°) besitzen die Ester ein 
kraftiges Bromentfairbungsvermégen. Ferner entwickeln die 
héher siedenden Ester von 120° an beim Mischen mit Hydr- 
azinhydrat einen unangenehmen basischen, fischartigen Geruch, 
was vielleicht mit der Bildung von Pyrazolinderivaten zusammen- 
hiingt. Die meisten héher siedenden Fraktionen lieferten nur 
schmierige Benzylidenverbindungen, die sich spielend in Alkohol 
lésten. Nur aus den Fraktionen 10, und 11, wurden geringe 


Mengen einer farblosen, pulverigen Benzylidenverbindung ge- 
14* 
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wonnen, deren Menge aber zu gering war, um niher unter- 
sucht zu werden. 

Ks wurde auch noch versucht, die Siuren durch fraktionierte 
Krystallisation ihrer Zinksalze zu trennen, jedoch ohne Erfolg. 
Nur die erste Krystallisation besaB die Zusammensetzung des 
milchsauren Zinks, wihrend die zweite schon einen recht be- 
trachtlich héheren Zinkgehalt aufwies. Zum SchluB konnte beim 
Kindampfen nur noch eine lackartige Masse erhalten werden. 

Die Untersuchung zeigt, daB die aus dem Filtrat von 
dem Bleiniederschlag auskrystallisierten Magnesium- und 
Calciumsalze wesentlich milchsaure Salze sind und daB die 
aus dem Filtrat von diesen Salzen nach dem Ansiuern durch 
Ather extrahierbaren Stoffe neben wenig in Benzol ldslichen 
Korpern, wesentlich aus Milchsiure bestehen; neben der Milch- 
siiure sind in geringer Menge auch noch Bernsteinsiiure und 
ungesattigte Saiuren vorhanden, deren Hydrazide schmierige, 
gelbe Benzylidenverbindungen liefern. 

Die Menge der Milchsiure, die aus den in Arbeit genom- 
menen 100 kg getrockneten Blittern mit 10°/, Feuchtigkeit 
erhalten wurde, betrigt rund 1 kg; sie ist also recht betricht- 
lich. Ihr gegeniiber verschwinden die in dem Atherextrakt des 
Filtrates von dem Bleiniederschlag enthaltenen Mengen benzol- 
lésliche Stoffe, die Bernsteinsiiure und die ungesattigten Sauren. 

Die Esterhydrazidmethode, welche schon bei der Unter- 
suchung der Johannisbeeren und der Vogelbeeren recht gute 
Dienste leistete, hat sich auch in diesem Falle recht gut be- 
wihrt. Ks gelang mit ihrer Hilfe die niedrig siedenden Frak- 
tionen, von denen teilweise nur recht kleine Mengen zur Ver- 
fiigung standen, ihrer Zusammensetzung nach leicht aufzuklaren. 
Bei den héher siedenden Fraktionen, die zum Teil ungesittigte 
Ester enthielten, hat sie versagt. Ob diesem Ubelstande zu 
begegnen ist, miissen weitere Studien lehren. 


Versuchsteil. 
Verarbeitung des milchsauren Magnesiums. 


521 g¢ rohes milchsaures Magnesium wurden fein gepulvert, 
mit 1 Liter Wasser iibergossen und die Aufschliammung langsam 
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unter Umschwenken mit einer Mischung von 300g konzen- 
trierter Schwefelsiure und 300 ccm Wasser versetzt, wobei 
fast alles bis auf geringe Mengen flockiger Massen und etwas 
Calciumsulfat in Lésung ging. Das Ungeléste wurde durch 
Filtration tiber Kieselgur entfernt und das dunkelbraune Fil- 
trat 144 Stunden mit Ather extrahiert. Aus dem dunkel- 
braunen Extrakt wurde der Ather abdestilliert und der Riick- 
stand bei einer AuBentemperatur von 70° 2 Stunden im Vakuum 
getrocknet, wobei 241 g einer braunen dickfliissigen Masse er- 
halten wurden. Diese wurden in 1200ccm absolutem Alkohol 
gelést, so viel alkoholische Salzsiure hinzugefiigt, daB die Lé- 
sung 2°/, Chlorwasserstoff enthielt, 6 Stunden gekocht, der 
Alkohol abdestilliert, der braunrote Riickstand mit 750 ccm 
Ather aufgenommen, die itherische Lisung mit konzentrierter 
Pottaschelésung durchgeschiittelt, iiber Natriumsulfat getrocknet, 
der Ather verdampft und der Riickstand im Vakuum fraktioniert: 


Druck 13 mm 

%. oe a wt ke 
a a ee 
& MBP . ke 
co a 
BR COSY kk ke Be 
6. 110—118° 16,1 ¢ 


Im Kolben blieben 6g eines dunklen, dicken Riickstandes. 


Verarbeitung des Filtrates vom milchsauren 
Magnesium. 


Das Filtrat vom milchsauren Magnesium wurde weiter im 
Vakuum eingedampft; bei mehrtiigigem Stehen erstarrte das 
Ganze zu einem dicken Brei: scharf abgesaugt, die schwach 
braungelbe Krystallmasse mit wenig Wasser zu einem dicken 
Brei angerithrt, nochmals abgesaugt und getrocknet. Schwach 
bréunliche Krystallmasse. Ausbeute 280 g. 

0,4198 g Substanz gaben 0,0824 g Asche. 


0,4198 g ‘i »  0,2026 g Sulfate. 
Ber. als MgO 11,32 °/, Mg 
—— 14,03 °/, Ca 


» MgSO, 9,76 °/, Mg 
» CaSO, 14,22°/, Ca 
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Die Ubereinstimmung der Ca-Werte deutet darauf hin, dab 
der Kérper hauptsachlich aus einem Calciumsalz besteht. Die 
Asche war zum Teil griin gefirbt; beim UbergieBen mit ver- 
diinnter Schwefelsiure trat Rotviolettfarbung ein; das Salz 
enthalt also auch Mangan. Die Sulfate lésten sich nur zum 
Teil in Wasser; Calcium ist also vorhanden. Das Filtrat vom 
Calciumsulfat gab nach Zusatz von Ammonchlorid und Am- 
moniak mit Natriumphosphat einen reichlichen krystallinen 
Niederschlag; Magnesium ist also vorhanden. Der Kérper be- 
steht demnach hauptsichlich aus einem Calciumsalz und wenig 
Magnesium- und Mangansalz. 


Um die Siure kennen zu lernen, wurden 15 g des Salzes 
in 100 com Wasser gelést, eine Mischung von 10¢ konzen- 
trierter Schwefelsiure und 50 ccm Wasser hinzugefiigt, vom 
Gips abfiltriert, die Lésung 48 Stunden im Kempfschen Ex- 
traktionsapparat mit Ather extrahiert, der Ather verdampft 
und der Rackstand im Vakuum getrocknet. 8,7 g eines dicken 
farblosen Oles, 2,0 g der Siure wurden in der friher be- 
schriebenen Weise in das Benzylidenhydrazid umgewandelt. 
Aus Methylalkohol farblose Naidelchen. Schmelzpunkt 158 bis 
159°. In Mischung mit Benzylidenmilchsiurehydrazid Schmelz- 
punkt 158—159°. Benzylidenmilchsiurehydrazid. Das 
Salz besteht also hauptsichlich aus milchsaurem Calcium. 


250 g des Calciumsalzes wurden mit 500 ccm Wasser 
iibergossen, unter Umschwenken langsam eine Mischung von 
150g konzentrierter Schwefelsiure und 150 ccm Wasser hinzu- 
gegeben, unter dfterem Umschiitteln noch einige Stunden stehen 
gelassen, vom Gips abgesaugt, die braune Liésung 144 Stunden 
mit Ather extrahiert, der Ather verdampft und der Riickstand 
bei einer AuBentemperatur von 70° im Vakuum getrocknet, 
wobei 121 g eines hellgelbbraunen Sirups zuriickblieben, Dieser 
wurde in der gleichen Weise wie die Siure aus dem Magne- 
siumsalz verestert und die Ester im Vakuum destilliert. 

Druck 13 mm 


1 wee... sw cs se ole We 
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Druck 13 mm 


4 Oe OP. kt es 
5. 8b—110° ........ Oe 
6.110120" ........ 802 


Verarb eitung der Ester. 


Da die Ester aus dem Magnesium- und dem Calciumsalz 
das gleiche Destillationsbild zeigten, wurden dig vom gleichen 
Siedepunkt zusammen weiter verarbeitet. 


Fraktion 45—50°, 50—55° und 45—56°. 
Die drei Fraktionen, die nach dem Siedepunkt wesentlich 
aus Milchsiureathylester bestehen muB8ten, wurden vereinigt 
und nochmals fraktioniert. 


Druck 14mm 

oem 2.4 ee Se 
re 
a er 
ee 


Im Kolben blieb nur ein ganz geringfiigiger Riickstand. 
Die Fraktionen 3 und 4 wurden in die Benzylidenverbin- 
dung des Hydrazids umgewandelt. 


Fraktion 3 (50—-52°. 

2,0g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol und 1,0 ccm Hydr- 
azinhydrat wurden 2 Stunden gekocht, die Mischung auf dem 
Wasserbade eingedampft, wobei eine klare dicke, schmierige 
Masse zuriickblieb. Sie wurde in 50ccm Wasser gelést, die 
Lésung mit verdiinnter Salzsiure angesiiuert und so lange 
unter kriftigem Umschiitteln Benzaldehyd in kleinen Mengen 
hinzugefiigt, bis sein Geruch bestehen blieb. Das flockige 
Hydrazon wurde abgesaugt, mit Wasser gewaschen, getrocknet 
und zur Entfernung von Benzaldazin mit Ather behandelt. 
Farbloses krystallines Pulver. Ausbeute 2,8 g. Aus Methyl- 
alkohol farblose Nidelchen, Schmelzpunkt 161—162° In 
Mischung mit Benzylidenmilchsaurehydrazid Schmelzpunkt 161 
bis 162°. Benzylidenmilchsaéurehydrazid, 1,0 g lésen 
sich in 3,2 ccm siedendem Methylalkohol. 

















204 Hartwig Franzen und Emmi Stern, 


Von dem Ester wurde noch durch Verseifung das Molekular- 
gewicht bestimmt. 
0,9515 g Ester verbrauchten 40,5 eem n/5 NaOH. 


Ber. Mol.-Gew. 118,1 
Gef. 117,5 


Fraktion 3 besteht also aus Milchséureathylester. 


Fraktion 4 (52—55°). 

Die Fraktion wurde in der weiter oben geschilderten Weise 
in das Benzylidenhydrazid umgewandelt. Aus 1 g Kster 
1,4 g Benzylidenhydrazid. Aus Methylalkohol farblose Nadelchen, 
die bei 160—161° schmolzen. In Mischung mit Benzyliden- 
milchsiurehydrazid Schmelzpunkt 160—161° Benzyliden- 
milchsiurehydrazid. Fraktion 4 besteht also aus Milch- 
siureathy lester. 


Die niedrig siedenden Fraktionen. 


Die niedriger als 45° siedenden Fraktionen wurden ver- 
einigt und, um eventuell vorhandenes Wasser zu entfernen, in 
Ather gelést und mit entwissertem Kupfersulfat getrocknet, 
wobei sich dieses tief blau farbte. Der Ather wurde verdampft 
und der Riickstand im Vakuum fraktioniert. 

Druck 14 mm 


eee” sw se lan GS Re Be 
a. 80—40° ........ 4I%g 
8.0080. ke es 
4. 50—-51° .. ..... . 2028¢e 
““s.. Die Fraktionen 1—38 wurden in der weiter oben ge- 


schifdezten Weise in die Benzylidenhydrazide umgewandelt. 
1,2 g dev Fraktion 1 lieferten 0,8 g Benzylidenhydrazid. Schmelz- 
punkt 158—-159° 
1,4 g der Fraktion 2 lieferten 1,5 g Benzylidenhydrazid. Schmelz- 
punkt 158-—159°. 
1,3 ¢ der Fraktion 3 lieferten 1,6 g Benzylidenhydrazid. Schmelz- 
punkt 158—-159°. 


Die drei Benzylidenhydrazide wurden vereinigt. 3,7 g 
lésten sich in 11 cem siedendem Methylalkohol. Beim Erkalten 
farblose Nadelchen. Schmelzpunkt 160—161° In Mischung 
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mit Benzylidenmilchsiurehydrazid Schmelzpunkt 160—161°. 
Benzylidenzmilchsaurehydrazid. 

Die niedrig siedenden Fraktionen bestehen also aus einem 
Gemisch von Alkohol und Milchséureathylester. 


Fraktion 55—85° und 55—80°. 

Die beiden Fraktionen wurden vereinigt und ebenfalls in 
die Benzylidenhydrazide verwandelt. 1,0 g Ester lieferte 1,25 ¢ 
eines farblosen krystallinen Pulvers. Schmelzpunkt 160—161°, 
In Mischung mit Benzylidenmilchsiurehydrazid Schmelz- 
punkt 161°. Benzylidenmilchsaurehydrazid. 


Die beiden Fraktionen bestehen wesentlich aus Milchsiure- 
ester. 


Fraktion 80—110° und 85—110°. 

Die beiden Fraktionen wurden vereinigt und in die Ben- 
zylidenhydrazide umgewandelt. 1,4g Ester lieferten 1,6 ¢ eines 
farblosen krystallinen Pulvers, welches bei 157—158° schmolz. 
Die 1,6 g losten sich nicht ganz vollstaindig in 20 ccm siedendem 
Methylalkohol; vom Nichtgelésten abfiltriert; der Filterriick- 
stand war duBerst geringfiigig. Das Filtrat wurde auf ein 
kleines Volumen eingedampft. Beim Erkalten dicker Brei 
feiner farbloser Nidelchen. Schmelzpunkt 156—157°% In 
Mischung mit Benzylidenmilchsiurehydrazid Schmelzpunkt 155 
bis 156° Etwas verunreinigtes Benzylidenmilchsaure- 
hydrazid. 

Die Fraktionen diirften wesentlich aus einem Gemisch von 
Milchsiureester und Lactylmilchsiureester bestehen, dem wahr- 
scheinlich Spuren von Bernsteinsiureester beigemengt sind. 


Fraktion 110—118° und 110—120°. 


Die beiden Fraktionen wurden vereinigt und nochmals der 
fraktionierten Destillation im Vakuum unterworfen. 


Druck 13 mm 

— ee 
. ee . wk se 
S 236-900" 5 «6 4 we * ee 0,8 g 


Im Kolben blieb nur ein ganz geringer Riickstand. 
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Fraktion 2, welche annahernd den gleichen Siedepunkt 
wie Athoxymethylfurfuroldiacetal besaB, reagierte bei langerem 
Stehen weder mit Semicarbazid- noch mit Phenylhydrazinacetat- 
losung; der Ester wurde von verdiinntem kalten Alkali sofort 
gelést; die Lésung blieb beim Erwirmen und in der Kilte 
farblos. Athoxymethylfurfurolacetal konnte also nicht vorliegen. 

Fraktion 2 wurde nochmals fraktioniert. 

Druck 13 mm 


LL eR ees 
o. 2-108" =. ks co 
Ste nk ew ee a Oe 


Im Kolben blieb nur ein ganz geringer Riickstand. 
Fiir die Analysen und zur Gewinnung des Benzyliden- 
hydrazids wurde die Fraktion 2 (117—118°) benutzt. 


0,2344 g Substanz gaben 0,4361 g CO, und 0,1611 g H,O. 


0,2090 g me »  0,3885 g CO, und 0,1405 g H,0. 
Ber. fiir C,H,,0; Gef. 
50,50 %/, C 50,76 50,71 °/, C 
7,42°/, H 7,69 7,52°/, H 
0,8376 g Substanz verbrauchten zur Verseifung 44,5 cem n/5-NaQH. 
Ber. Mol.-Gew. Gef. 
190,1 188,2 


1,2 g Ester, 3,6 com absoluter Alkohol und 0,8 ccm Hydrazin- 
hydrat wurden 2 Stunden zum Sieden erhitzt. Weder beim 
Kochen noch nach dem Abkihlen schied sich ein festes Hydrazid 
ab. Der Alkohol und das iiberschiissige Hydrazinhydrat wurde 
verjagt und das schmierige Hydrazid in der weiter oben ge- 
schilderten Weise in die Benzylidenverbindung umgewandelt. 
1,9 g eines farblosen krystallinen Pulvers, welches bei 155 bis 
157° schmolz. Aus Methylalkohol feine farblose Nadelchen, 
die bei 157—158° schmolzen. In Mischung mit Benzyliden- 
milchséurehydrazid Schmelzpunkt 157—158° Benzyliden- 
_milchsaurehydrazid. 

In dem Ester liegt also Lactylmilchsaureester vor. 


Fraktion 118—146°. 


0,7 g Ester wurden in die Benzylidenverbindung des 
Hydrazids umgewandelt. 0,9 g eines fast farblosen Pulvers, 
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welches bei 153—154° schmolz. Aus 3 ccm Methylalkohol 
feine farblose Nidelchen, die bei 160—161° schmolzen. In 
Mischung mit Benzylidenmilchsaéurehydrazid 160—161°% Ben- 
zylidenmilchsaéurehydrazid. In der Fraktion liegt also 
ein Estergemisch vor, welches bei der Kinwirkung von Hydrazin- 
hydrat Milchsiurehydrazid liefert; die Fraktion diirfte also aus 
Lactylmilchsiureester und vielleicht Lactyllactylmilchsaure- 
ester bestehen. 


Verarbeitung des Filtrates von den Magnesium- und 
Calciumsalzen. | 


Ein kleiner Teil des dunkelbraunen Filtrates von den 
Magnesium- und Calciumsalzen wurde zur Trockne eingedampft, 
der Riickstand verascht und durch Titration die Alkalitat 
der Asche bestimmt. Zu der gesamten Fliissigkeit wurde 
dann so viel 25 °/,ige Schwefelsiure hinzugefiigt, als zur Bindung 
der Basen nétig war, wobei sich groBe Mengen Gips abschieden, 
von denen abfiltriert wurde. Es wurden 1600 g Gips erhalten. 
Das dunkelbraune Filtrat wurde 102 Stunden mit Ather extra- 
hiert; nach dem Abdestillieren des Athers und der Essig- 
siure (aus dem zur urspriinglichen Fallung verwendeten Blei- 
acetat herstammend) hinterblieben 435 g eines dunkelbraunen 
dicken Oles 

Das Ol ldste sich nicht klar in Wasser; beim Durch- 
schiitteln mit Benzol farbte sich letzteres gelbbraun. Um die 
in Benzol léslichen Kérper zu entfernen, wurde das Ol mit 
1 Liter Wasser gemischt und 373 Stunden mit Benzol extra- 
hiert. Uber die in Benzol_ Joslichen Stoffe soll spiater be- 
richtet werden. 

800 ccm der mit Benzol satiniiti Lésung wurden im 
Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand (300 g) zur 
Entfernung etwa noch vorhandenen Wassers zweimal mit 
600 ccm absolutem Alkohol abgedampft, dann in 1500 ccm 
absolutem Alkohol aufgenommen, so viel alkoholische Salzsiure 
hinzugefiigt, daB die Lésung 2°/, Chlorwasserstoff enthielt und 
4 Stunden zum Sieden erhitzt. Aus der Esterlésung wurde 
der Alkohol abdestilliert, der Riickstand mit Ather aufgenommen, 
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die atherische Lésung zur Entfernung von Saiuren mit konzen- 
trierter Pottaschelésung durchgeschiittelt, wobei sich diese tief 
dunkel farbte, tiber entwiissertem Kupfersulfat getrocknet, der 
Ather verdampft und der Riickstand im Vakuum destilliert, 
Da sich bei einem Vorversuch gezeigt hatte, daB bei hodherer 
Temperatur Zersetzung eintrat, wurden die héher siedenden 
Anteile im Vakuum der Quecksilberstrahlpumpe destilliert. 


1. Fraktionierung. 


Druck 11 mm 
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2. Fraktionierung. 
Druck 11 mm 
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3. Fraktionierung. 
Begonnen wurde mit der Fraktion 4, (80—110°). 
Druck 12 mm 
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Die letzten Fraktionen von 10, an waren gelb gefarbt; 
mit steigendem Siedepunkt nahm die Intensitat der Farbe 
immer mehr zu; wihrend 10, ganz schwach gelb gefarbt war, 
besaB 14, eine intensiv gelbe Farbe. 

Die einzelnen Fraktionen wurden in Chloroformlésung mit 
Brom behandelt, um zu sehen, ob in ihnen ungesittigte Kérper 
vorhanden sind. Ferner wurde ihr Verhalten gegen Semicarb- 
azid- und Phenylhydrazinacetatlésung gepriift, um vielleicht 
vorhandene Carbonylgruppen zu ermitteln. Die letzteren Reak- 
tionen fielen bei siimtlichen Fraktionen negativ aus. Da- 
gegen wurde von 6, an Bromlésung entfarbt; in den héher 
siedenden Fraktionen sind also jedenfalls ungesiattigte Koérper 
enthalten. 

Zur niiheren Kennzeichnung wurden die einzelnen Frak- 
tionen in ihre Hydrazide bzw. deren Benzylidenverbindungen 
umgewandelt. Zu diesem Zweck wird eine bestimmte Menge 
Kster in dem dreifachen Volumen absoluten Alkohols gelést und 
etwas mehr als die dem vermuteten Ester entsprechende Menge 
Hydrazinhydrat hinzugefiigt. Die Mischung wird 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur gehalten; wenn keine Verinderung erfolgt, 
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2 Stunden auf dem Wasserbade gekocht und 12 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Eventuelle Krystallisationen 
werden abgesaugt. Dann wird auf dem Wasserbade der Alko- 
hol und das iiberschiissige Hydrazinhydrat verjagt, der Riick- 
stand in Wasser aufgenommen, die Liésung mit einigen Tropfen 
verdiinnter Salzsiure angesiuert, tropfenweise unter fort- 
wihrendem Schiitteln so lange Benzaldehyd hinzugefiigt, bis 
sein Geruch bestehen bleibt, nach mehrstiindigem Stehen die 
Benzylidenverbindung abgesaugt und getrocknet. Zur Ent- 
fernung von noch vorhandenem Benzaldazin wird das trockne 
Hydrazon in der Kilte mit Ather geschiittelt, abgesaugt, mit 
Ather gewaschen und getrocknet. 


Fraktion 1, (—45°. 


4,8 g Ester, 14,4 ccm absoluter Alkohol, 2,8 cem Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: keine Verinderung. 2 Stunden 
gekocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Veriinderung. Kingedampft: schmierige klare Masse. 
50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Abgesaugt, 
getrocknet, mit Ather behandelt. Farbloses krystallines Pulver. 
4,1 g. Schmelzpunkt 151—152°; sintert etwas vorher. Last 
sich in 14 ccm siedendem Methylalkohol. Beim Erkalten 
dicker Krystallbrei von kleinen farblosen Nidelchen. Schmelz- 
punkt 157— 158° In Mischung mit Benzylidenmilchsiure- 
hydrazid Schmelzpunkt 157—158°. Benzylidenmilch- 
siurehydrazid. 

Fraktion 1, besteht also aus einer Mischung von wenig 
Alkohol mit viel Milchsiureithylester. 


Fraktion 2, (45—48°). 

2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,0 ccm Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: keine Vera’nderung. 2 Stunden 
gekocht: keine Veriinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. LHingedampft: dicke, schmierige, klare 
Masse. 50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Ab- 
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gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. Farbloses, kry- 
stallines Pulver. 2,3g. Schmelzpunkt 155—156°; sintert etwas 
vorher. Aus 7 ccm Methylalkohol farblos kleine Niadelchen. 
Schmelzpunkt 158—159° In Mischung mit Benzylidenmilch- 
siurehyrazid Schmelzpunkt 158—159° Benzylidenmilch- 
siturehydrazid. 

Fraktion 2, besteht aus wenig Alkohol und viel Milch- 
siureithylester. 


Fraktion 3, (48—51°). 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,0 com Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: keine Verinderung. 2 Stunden 
gekocht: keine Veriinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. EKingedampft: dicke, schmierige, kiare 
Masse. 50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Ab- 
gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. Farbloses, krystallines 
Pulver. 2,4 g. Schmelzpunkt 155°; sintert etwas vorher. Aus 
8 ccm siedendem Methylalkohol farblose kleine Nidelchen. 
Schmelzpunkt 158—159°. In Mischung mit Benzylidenmilch- 
siurehydrazid Schmelzpunkt 158—159° Benzylidenmilch- 
siurehydrazid. 

0,1079 g Substanz gaben 13,9 cem N (20°, 749 mm). 

0,1008 g re » 13,0 cem N (20°, 748 mm). 

Ber. fiir C,,H,.O.N, Gef. 
14,589/, N 14,79 14,79), N 


Fraktion 3, besteht aus Milchsiureithylester. 


Fraktion 4, (51—60°). 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absoluter Alkohol, 1,0 com Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veriinderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: keine Verinderung. 2 Stunden 
gekocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. Kingedampft: dicke, klare, schmierige 
Masse. 50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Ab- 
gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. Farbloses, krystallines 
Pulver. 2,4 g. Schmelzpunkt 156°; sintert etwas vorher. Aus 
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8 ccm siedendem Methylalkohol farblose kleine Nidelchen. 
Schmelzpunkt 158—159°. In Mischung mit Benzylidenmilch- 
siurehydrazid Schmelzpunkt 158—159°% Benylidenmilch- 
siurehydrazid. 

0,1022 g Substanz gaben 0,2347 g CO, und 0,0598 g H,O. 


0,0821g _,, , 0,1891g CO, ,, 0,0468 g H,O. 
0,0884g , 0,1918g CO, ,, 0,0468 g HO. 
0,0927g .. 11,6 cem N (18°, 757 mm). 
0.1018 g A ., 12,6 cem N (18°, 756 mm). 
0,0864 g ‘9 . 10,8 cem N (19°, 755 mm). 
Ber. f. C,95H,,0O,N, Gef. 
62,509/, C 62,65 62,84  62,74%, C 
6,25°/, H 6,55 6,38 6,21°/, H 
14,58°/, N 14,62 14,44 14,54°/, N 


Fraktion 4, besteht aus Milchsiureithylester. 


Fraktion 5, (60—80°). 

1,1 g Ester, 3,3 ccm absoluter Alkohol, 0,5 cem Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: keine Verinderung. 2 Stunden 
gekocht: keine Veriinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur : 
keine Verainderung. Eingedampft: dicke, klare, schmierige 
Masse. 50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: flockig. Ab- 
gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt: farbloses, krystallines 
Pulver. 0,9g. Beginnt bei 145° zu sintern; Schmelzpunkt 153°. 
Aus 3 ccm siedendem Methylalkohol farblose feine Nidelchen. 
Beginnt bei 145° zu sintern; Schmelzpunkt 155°. In Mischung 
mit Benzylidenmilchsiurehydrazid Schmelzpunkt 158—159°; 
sintert etwas vorher. Etwas verunreinigtes Benzylidenmilch- 
siurehydrazid., 

Fraktion 5, besteht wesentlich aus Milchséureathylester, 


der wahrscheinlich durch Spuren von Bernsteinsiuredthylester 
verunreinigt ist. 


Fraktion 1, (— 95°). 

0,6 g Ester, 1,8 ccm absoluter Alkohol, 0,4 ccm Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: reichliche Mengen farbloser, 
flacher Nidelchen. Abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und ge- 
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trocknet. 0,05 g. Schmelzpunkt 166—167° sintert etwas vorher. 
In Mischung mit Bernsteinsiuredihydrazid Schmelzpunkt 166 
bis 167°; sintert etwas vorher. Bernsteinsaiuredihydr- 
azid. Das Filtrat vom Bernsteinsiuredihydrazid wurde 
2 Stunden gekocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmer- 
temperatur: keine Veranderung. Eingedampft: gelbliche, schmie- 
rige, klare Masse von unangenehmem Geruch. 50 ccm Wasser. 
Benzylidenverbindung: zuerst schmierig, spater flockig. Ab- 
gesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt. Schwach gelbe, 
bréckelige Masse, 0,2 g, beginnt bei 140° zu sintern und ist bei 
200° klar geschmolzen. Wurde mit der Benzylidenverbindung 
von 2, vereinigt. Benzylidenbernsteinsiuredihydrazid. 


In Fraktion 1, sind also erhebliche Mengen Bernstein- 
siureithylester vorhanden, nebenbei aber auch noch Ester un- 
bekannter Art. 


Fraktion 2, (96—100°. 


0,5 g Ester, 1,5 ccm absoluter Alkohol, 0,35 com Hydr- 
azinhydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verianderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: reichliche Krystallisation farb- 
loser, flacher Nidelchen 0,15 g. Filtrat wurde 2 Stunden ge- 
kocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
noch geringe Krystallisation der farblosen, flachen Nidelchen; 
mit der ersten Krystallisation vereinigt. Schmelzpunkt 166 
bis 167°; sintert etwas vorher. In Mischung mit Bernstein- 
siuredihydrazid Schmelzpunkt 166 bis 167°; sintert etwas vor- 
her. Bernsteinsiuredihydrazid, Das Filtrat vom Bern- 
steinsiuredihydrazid wurde eingedampft; gelbe, klare, schmierige 
- Masse von unangenehmem Geruch. 50 ccm Wasser. Benzy- 
lidenverbindung: zu Kérnern zusammengeballte, leicht schmie- 
rige Masse. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt: 
schwach gelbe, bréckelige Masse. 0,05 g. Beginnt bei 180° zu 
sintern und ist bei 203° klar geschmolzen. Wurde mit der 
Benzylidenverbindung von 1, vereinigt. Zusammen mit 4 ccm 
Methylalkohol ausgekocht, wobei der gréB8te Teil ungelést blieb. 
Nach dem Erkalten abgesaugt und getrocknet. Farbloses 
Pulver, Schmelzpunkt 218°; sintert etwas vorher. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CXXI, 15 
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Benzylidenbernsteinsduredihydrazid. 


In Fraktion 2, sind erhebliche Mengen Bernsteinsaure- 
ithylester vorhanden, nebenbei aber auch noch Ester unbe- 
kannter Art. 


Fraktion 3, (100—110%. 


2,0 g Ester, 6,0 ccm absol. Alkohol, 1,4 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verinderung. Nach 
mehreren Stunden reichliche Krystallisation farbloser, flacher 
Nadelchen. 24 Stunden Zimmertemperatur: dicker Krystall- 
brei. Abgesaugt. 0,7 g; Schmp. 167—168°; sintert etwas 
vorher. Mischung mit Bernsteinséuredihydrazid; Schmp. 167 
bis 168°; sintert etwas vorher. Bernsteinsduredihydrazid. 
Das Filtrat von Bernsteinsiuredihydrazid wurde 2 Stunden 
gekocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmertemperatur: 
keine Verinderung. Eingedampft: dicke, klare, gelbe, schmie- 
rige Masse. 50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: zunichst 
flockiges, spiiter gelbes schmieriges Hydrazon. Abgesaugt, ge- 
trocknet, mit Ather behandelt: schwach gelbes Pulver. 0,45 g. 
Beginnt bei 145° zu sintern; Schmelzpunkt 150°. Mit 3 ccm 
Methylalkohol ausgekocht; bleibt zum Teil ungelést. Nach 
dem Erkalten abgesaugt und getrocknet. Farbloses Pulver. 
Schmelzpunkt 215°; sintert etwas vorher. Benzylidenbern- 
steinsiuredihydrazid. Beim Eindunsten der gelben Mutter- 
lauge schieden sich reichliche Mengen der farblosen, feinen 
Nadelchen des Benzylidenmilchsaiurehydrazids ab. 

Fraktion 3, besteht aus verhiltnismiBig viel Bernstein- 
siiureithylester und etwas Lactylmilchsiureathylester; nebenbei 
sind aber auch noch Ester unbekannter Natur vorhanden. 


Fraktion 4, (110—115°%). 

2,0 g Ester, 6,0 ccm absol. Alkohol, 1,4 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veranderung. Nach 
mebrstiindigem Stehen reichliche Krystallisation farbloser 
flacher Nidelchen. 24 Stunden Zimmertemperatur: dicker Brei. 
Abgesaugt. 0,4 g. Schmelzpunkt 164—165°; sintert etwas 
vorher. Mischung mit Bernsteinsiuredihydrazid; Schmelzpunkt 
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167 — 168°; sintert etwas vorher. Bernsteinsiuredihydrazid. 
Filtrat wurde 2 Stunden gekocht; keine Veranderung. Zwélf 
Stunden Zimmertemperatur: keine Veriinderung. Eingedampft: 
gelbe, schmierige, klare Masse. 50 ccm Wasser. Benzyliden- 
verbindung: zuerst flockig, dann schmierig und gelb, spiter 
wieder flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt: 
fast farbloses Pulver. 1,3 g. Beginnt bei 145° zu sintern; 
Schmelzpunkt 155°. Lést sich bis auf geringe Mengen in 
4 ccm siedendem Methylalkohol; beim Erkalten dicker Krystall- 
brei von feinen farblosen Nadelchen. Schmelzpunkt 157 bis 
158°; sintert etwas vorher. In Mischung mit Benzylidenmilch- 
siiurehydrazid Schmelzpunkt 159—160°. Benzylidenmilch- 
siurehydrazid. 

Fraktion 4, besteht aus einer Mischung von Bernstein- 
siureithylester und Lactylmilchsiureithylester; nebenbei sind 
noch Ester unbekannter Natur vorhanden. 

Die verschiedenen Krystallisationen Bernsteinsiiuredihydr- 
azid aus den Fraktionen 1,, 2,, 3, und 4, wurden vereinigt 
und aus Alkohol umkrystallisiert. Farblose flache Nidelchen. 
Schmelzpunkt 167—168°. In Mischung mit Bernsteinsiure- 
dihydrazid Schmelzpunkt 167—168°. 

0,0600 g Substanz gaben 20,0 cem N (19°, 750 mm). 

0,0625 g ‘s » 20,8 ecm ,, (19°, 751 mm). 

Ber. f. C,H,,O,N, 38,36°/, N Gef. 38,45—38,52°/, N. 


Fraktion 5, (115—120"). 

2,0 g Ester, 6,0 com absol. Alkohol, 1,4 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Verdnderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: eigentiimlicher, unangenehmer, 
fischiger Geruch. 2 Stunden kochen: keine Verianderung. 
12 Stunden Zimmertemperatur: keine Verénderung. LEin- 
gedampft: klare, gelbe, schmierige Masse. 50 ccm Wasser. 
Benzylidenverbindung: zuerst flockig, dann gelb und schmierig, 
spiiter wieder flockig. Abgesaugt, getrocknet mit Ather be- 
handelt. Schwach gelbes krystallines Pulver. 2,2 g. Schmelz- 
punkt 150° unter vorherigem Sintern. List sich nicht voll- 
stiindig in 7 ccm siedendem Methylalhohol; vom Ungelésten 
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abfiltriert. Das Ungeléste noch mit einigen Kubikzentimetern 
Methylalkohol ausgekocht und nach dem Erkalten abgesaugt. 
Schmelzpunkt 220—230°; sintert etwas vorher. Benzyliden- 
bernsteinsaiuredihydrazid. Aus der gelbbraunen Mutter- 
lauge krystallisierten beim Erkalten reichliche Mengen farb- 
loser Nadelchen. Schmelzpunkt 157—158°. In Mischung mit 
Benzylidenmilchsaéurehydrazid Schmelzpunkt 157—158°. Ben- 
zylidenmilchsiurehydrazid. Fraktion 5, besteht in der 
Hauptsache aus Lactylmilchsiureester und wenig Bernsteinsiure- 
ester; nebenbei sind noch Ester unbekannter Natur vorhanden. 

Die aus den Fraktionen 1,, 2,, 3, und 5, erhaltenen 
Mengen Benzylidenbernsteinsiuredihydrazid wurden vereinigt 
und aus Alkohol umkrystallisiert. 0,1 g lésten sich in 30 ccm 
siedendem Alkohol; beim Erkalten feine, farblose Blattchen. 
Schmelzpunkt 232°; sintert etwas vorher. In Mischung mit 
Benzylidenbernsteinsiuredihydrazid Schmelzpunkt 233—234°. 


Fraktion 6, (120—125%), 

2,0 g Ester, 6,0 ccm absol. Alkohol, 1,4 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen keine Veranderung. 
24 Stunden Zimmertemperatur: eigentiimlicher, unangenehmer, 
fischiger Geruch. 2 Stunden gekocht: keine Verénderung. 
12 Stunden Zimmertemperatur: keine Verinderung. LEinge- 
dampft: gelbe, klare, schmierige Masse. 50ccm Wasser. 
Benzylidenverbindung: zuniachst gelb und schmierig, dann 
flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit Ather behandelt: fast 
farbloses, krystallines Pulver. 1,9 g. Schmelzpunkt 157°; sintert 
etwas vorher. Aus 6 ccm siedendem Methylalkohol feine farb- 
lose Nadelchen. Schmelzpunkt 157—158°; sintert etwas vorher, 
In Mischung mit Benzylidenmilchsiurehydrazid Schmelzpunkt 
158—159°. Benzylidenmilchséiurehydrazid. 

Fraktion 6, besteht zur Hauptsache aus Lactylmilchsiure- 
iithylester; nebenbei sind noch Ester unbekannter Natur vor- 
handen. 


Fraktion 7, (125—130°). 
1.4¢ Ester, 4,2 cem absol. Alkohol, 1,0 cem Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen schwache Erwiirmung und 
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unangenehmer fischiger Geruch, 24 Stunden Zimmertemperatur. 
keine Veriinderung. Eingedampft: dicke, gelbe, klare, schmie- 
rige Masse. 50 ccm Wasser. Benzylidenverbindung: zunichst 
schmierig lehmgelb, spiter flockig. Abgesaugt, getrocknet, mit 
Ather behandelt. Fast farbloses krystallines Pulver, gemischt 
mit wenig einer braunen bréckeligen Masse. 1,0 g. Schmelz- 
punkt 150°; sintert etwas vorher. List sich in 3 ccm sie- 
dendem Methylalkohol mit braungelber Farbe; beim Erkalten 
dicker Krystallbrei. Schmelzpunkt 158—159° Mischung mit 
Benzylidenmilchsiurehydrazid. Schmelzpunkt 158—159°. Ben- 
zylidenmilchsaurehydrazid. 

Fraktion 7, besteht zur Hauptsache aus Lactylmilch- 
siureester, nebenbei sind noch andere Hster vorhanden. 


Fraktion 8, (85—95° Hochvakuum) 
und Fraktion 9, (95—105° Hochvakuum). 


Die beiden Fraktionen gaben lediglich schmierige lehm- 
gelbe Benzylidenverbindungen, die fest an den Wianden des 
Kolbens hafteten und sich nicht absaugen lieBen; sie lésten 
sich spielend in kaltem Alkohol. 

Die beiden Fraktionen enthalten also Ester von zuniachst 
nicht niher bestimmbarer Natur. 


Fraktion 10, (105—110° Hochvakuum). 


1,3 g Ester, 3,9 ccm absol. Alkohol, 0,9 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen unangenehmer fischiger 
Geruch. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine Verinderung. 
2 Stunden gekocht: keine Verinderung. 12 Stunden Zimmer- 
temperatur: keine Verinderung. EKingedampft: dicke, gelbe, 
klare, schmierige Masse: Benzylidenverbindung: zunichst 
braungelb und schmierig, spater flockig. Abgesaugt, getrocknet, 
mit Ather behandelt. Gelbbraune, bréckelige, etwas klebrige 
Masse. 0,4 g. Beginnt bei 70° zu sintern und ist bei 130° 
geschmolzen. Lost sich nur zum Teil in 5 ccm siedendem 
Methylalkohol mit braungelber Farbe; nach dem Erkalten ab- 
gesaugt. Farbloses Pulver. Beginnt bei 215° zu sintern. 
Schmelzpunkt 222—223° Unter dem Mikroskop ist bei 
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300facher VergréBerung keine krystalline Struktur zu er- 
kennen. 

Fraktion 10, enthilt Ester von zunichst nicht naher be- 
stimmbarer Natur. 


Fraktion 11, (115—125° (Hochvakuum). 

1,6 g Ester, 4,8 com absol. Alkohol, 1,2 com Hydrazin- 
hydrat. Sofort nach dem Mischen eigentiimlicher Geruch; 
nicht so fischig und intensiv wie bei den vorhergehenden 
Fraktionen. 24 Stunden Zimmertemperatur: keine Veriinde- 
rung. 2 Stunden gekocht: keine Verinderung. 12 Stunden 
Zimmertemperatur: keine Verinderung. EKingedampft: dicke, 
klare, hellbraune, schmierige Masse. 50 ccm Wasser. Benzy- 
lidenverbindung: zunichst sehr viel braunes, schmieriges 
Hydrazon, spiter wenig flockiges. Abgesaugt, getrocknet, 
mit Ather behandelt. Hellbraunes, bréckeliges Pulver. 0,4 g. 
Beginnt bei 140° zu sintern und ist bei 155° geschmolzen. 
Lést sich nur zum Teil in 5 ccm siedendem Methylalkohol 
mit gelbbrauner Farbe. Nach dem Erkalten abgesaugt. Farb- 
loses Pulver. Beginnt bei 200° zu sintern; Schmelzpunkt 222 
bis 223°. Unter dem Mikroskop ist bei 300facher VergréBe- 
rung, keine krystalline Struktur zu erkennen. 

Fraktion 11, enthalt Ester von zuniichst nicht niher be- 
stimmbarer Natur. 


Fraktion 12, (125—135° Hochvakuum). Fraktion 13, (135 bis 
145° Hochvak.). Fraktion 14, (145—155° Hochvakuum). 
Fraktion 15, (145—175° Hochvakuum). 


Die in der Uberschrift genannten Fraktionen entwickelten 
beim Mischen in alkoholischer Lésung mit Hydrazinhydrat 
einen unangenehmen Geruch. Beim Eindampfen der Lésung 
trat ein angenehmer, an Hyazinthen erinnernder Geruch auf. 
In allen Fallen blieben dicke, gelbbraune, klare Hydrazide 
zuriick. Die Benzylidenverbindungen waren braungelbe 
Schmieren, die sich nicht absaugen lieBen und sich in Alkohol 
spielend lésten. Die Fraktionen enthalten Ester von zunichst 
nicht niher bestimmbarer Natur. 
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Darstellung der Zinksalze. 


50 ccm der mit Benzol extrahierten waBrigen Lisung der 
Sauren, enthaltend ungefihr 20g Trockensubstanz, wurden 
mit 200 ccm Wasser verdiinnt und in die heiBe braune L6- 
sung so lange fein gepulvertes Zinkcarbonat eingetragen, bis 
kein Aufschiumen mehr eintrat; vom iiberschiissigen Zink- 
carbonat wurde abfiltriert. 


1. Filtrat. 


Das Filtrat lie’ beim Erkalten eine reichliche Krystalli- 
sation fallen. Abgesaugt, mit Wasser gewaschen und ge- 
trocknet. Farbloses Krystallpulver. Unter dem Mikroskop bei 
300facher VergréBerung einheitliche groBe Prismen. 


0,3398 g Substanz gaben 0,0944 g ZnO. 
0,3398 g¢ “ » 0,1864 g ZnSO,. 


Ber. f. C,H,,0,Zn Gef. 
21,98°/, Zn 22,382 22,229, Zn 


2. Filtrat. 


Das Filtrat von der ersten Krystallisation wurde auf dem 
Wasserbad ziemlich weit eingedampft; beim Erkalten reich- 
liche Krystallisation. Abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
getrocknet. Graues, krystallines Pulver. Unter dem Mikro- 
skop bei 300facher VergréBerung kleine Prismen. Aus- 
beute 7,0 g. 

0,3704 g Substanz gaben 0,1236 g ZnO. 

0,3704 g ‘ »  0,2440 g ZnSQ,. 

Ber. f. C,H,,0,2Zn Gef. 
21,98°/, Zn 26,81 26,68°/, Zn 


3. Filtrat. 


Das Filtrat von der 2. Krystallisation wurde auf dem 
Wasserbade weiter eingedampft; beim Erkalten dicker brauner 
Sirup, aus welchem sich nur sehr langsam krystalline Massen 
abschieden. Abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 
Graues Pulver. Unter dem Mikroskop bei 300facher Ver- 
groBerung mikrokrystalline Masse. 
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4, Filtrat. 


Das Filtrat von der 3. Krystallisation wurde im Vakuum 
iiber Kali und Schwefelsiure weiter eingedampft; das Ganze 
trocknete zu einer braunen lackartigen Masse ein. 


Zusammenfassung. 


Die aus dem waBrigen Auszug der Himbeerbliatter 
nach Entfernung der durch Bleiacetat fallbaren 
Koérper; erhaltenen Salzmassen bestehen fast aus- 
schlieBlich aus milchsauren Salzen. Der aus dem 
Filtrat von diesen gewonnene itherische Extrakt ist 
zum gréBten Teil Milchsiure; nebenbei sind noch ge- 
ringe Mengen in Benzol léslicher Kérper, sehr wenig 
Bernsteinsaure und wenig ungesittigte Saiuren darin 
enthalten. 

Zur Durchfiihrung der Arbeit wurden Mittel benutzt, die 
uns von der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur 
Verfiigung gestellt wurden; auch an dieser Stelle sagen wir 
der Notgemeinschaft unseren herzlichsten Dank. 














Uber Keratin. 
I. Mitteilung. 


Von 


A. Heiduschka und FE. Komm. 


(Aus dem Laboratorium fir Lebensmittel- und Gdrungschemie der Technischen 
Hochschule Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Mai 1922.) 


Durch ihre feste Bestindigkeit gegeniiber peptischer 
und tryptischer Verdauung und durch ihre relativ gréBte 
Resistenz gegeniiber Siuren und Alkalien unterscheiden sich 
vekanntlich die Keratine von anderen Kiwei8kérpern. Meist 
erst in der Warme werden sie von Sauren und Alkalien an- 
gegriffen, und je nach der Konzentration dieser Spaltungs- 
mittel und nach den anderen Bedingungen ginzlich oder nur 
teilweise gespalten. Die tiefgehende Spaltung durch Sauren 
oder Alkalien bis zu den EKiwei8bausteinen — den Amino- 
siuren, die das Keratinmolekiil bilden — ist bereits vielfach 
durchgefiihrt worden. In den letzten Jahren ist im besonderen 
von den folgenden Autoren dariiber gearbeitet worden. 
K. Fischer-Dérpinghaus'), Abderhalden und seine Mit- 
arbeiter Wells?), Le Count’), Ebstein‘), StrauB’), Voiti- 
novici®), Fuchs’), Landau.’) 

1) Fischer-Dérpinghaus, Diese Zs. Bd. 36, S. 462 (1902). 

*) Abderhalden-Wells, ebenda Bd. 46, S. 31 (1908). 

5) Abderhalden-Le Count, ebenda Bad. 46, 8S. 40 (1905). 

‘) Abderhalden-Ebstein, ebenda Bd. 48, 8. 530 (1906). 

5) Abderhalden-StrauB, ebenda Bd. 48, S. 535 (1906). 

6) Abderhalden-Voitinovici, ebenda Bd. 52, S. 348 und 368 
(1907). 

7) Abderhalden-Fuchs, ebenda Bd. 57, S. 339 (1908). 
8) Abderhalden-Landau, ebenda Bd. 71, 8. 455 (1911). 
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Breinl-Baudisch') haben eine Methode zum oxydativen 
Abbau mit H,O, ausgearheitet. Die Spaltung war hierbei — 
wie man erwarten muBte — sehr tiefgreifend; es resultierten 
einige organische und anorganische Siuren, Schwefel und Am- 
moniak. Die teilweise — partielle — Hydrolyse bis zu den 
aussalzbaren (Proteosen) und nicht aussalzbaren Peptonen fihrt 
man gewohnlich bei den KiweiBkérpern mit Hilfe der Kin- 
wirkung von Pepsinsalzsiure aus. Bei den Keratinen ist — 
wie eingangs schon erwahnt — diese Methode nicht anwendbar 
und man muB daher zu anderen Zersetzungsmitteln greifen. 
Das Niachstliegende war die vorsichtige Hydrolyse mit ver- 
diinnten Saéuren und Alkalien. Sie ist auch vielfach zur 
Keratinspaltung verwendet worden. So von V. Lindwall?), 
K. Siemering*’), H. Langecker.‘) Die bei dieser vorsich- 
tigen Spaltung resultierenden Produkte sind denen der pep- 
tischen’ Verdauung gleichzustellen, was Untersuchungen Gold- 
schmidts 5) und Zunz’®) erwiesen haben. 

Kine weitere Methode, Horn partiell abzubauen hat 
Kruckenberg’) ausgearbeitet. Nachdem bereits nach SchloB- 
berger’) Leyer-Koeller®) und Vauquelin?) ihnliche Ver- 
suche angestellt haben, zersetzte Kruckenberg Hornspiine 
durch Erhitzen mit Wasser auf 200° wahrend 24 Stunden im 
zugeschmolzenen Rohr; er isolierte aus der Zersetzungsfliissig- 
keit durch Kochsalzfallung und nachfolgendes Dialysieren einen 
Stoff, den er Keratinose nennt. 

R. Bauer?) wiederholte diese Versuche Kruckenbergs. 
Er reinigte Hornspine durch Behandeln mit 1 °/,iger Salzsiure 





1) Breinl-Baudisch, ebenda Bd. 52, S. 159 (1907). 

*) V. Lindwall, Malys Jahresber. f. Tierchemie Bd. 11, 8S. 38 (1881). 
5) E. Siemering, Miinchener Dissertation 1904. 

‘) H. Langecker, Diese Zs. Bd. 108, S. 230 (1919). 

5) Goldschmidt, StraBburger Dissertation 1898. 

6) Zunz, Diese Zs. Bd. 28, S. 132 (1899). 

") Kruckenberg, Jenaische Zs. f. Naturw. 20. Suppl. 39ff. 

8) SchloBberger, Tierchemie, Heidelberg und Leipzig (1856). 

*) Leyer-Koeller, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 83, S. 336. 

) Vauquelin,a.a.O. nach Schlo8berger, Tierchem. 1856, S. 288. 
11) R. Bauer, Diese Zs. Bd. 35, S. 343 (1902). 
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und Kalilauge, dann mit Alkohol und Ather in der Warme. 
2g dieser so gereinigten Spine fillte er mit 50 com Wasser 
in Glasréhren und erhitzte diese nach Zuschmelzen 24 Stunden 
auf 150° Er erhielt eine rotgelbe Lésung. Unter den bei 
der Spaltnng sich bildenden Gasen gelang es ihm, mit groBer 
Wahrscheinlichkeit neben Schwefelwasserstoff Methylmercaptan 
nachzuweisen. Aus den entstandenen Produkten konnte er 
zwei Stoffe — das Atmidkeratin und die Atmidkeratose — 
isolieren, Er verfuhr dazu nach Angaben R. Neumeisters’), der 
gefunden hatte, daB sich beidem Abbau von KiweiBkérpern durch 
sespannten, iiberhitzten Wasserdampf eigenartige sogenannte 
Atmidkorper bilden, die sich von den bis dahin bekannten héheren 
Abbauprodukten — den Proteosen — durch ihre Fallbarkeit mit 
verdiinnten Saiuren in salzfreier Lésung unterscheiden. 

Bis heute hat man Horn nur mit Hilfe irgendwelcher 
spaltungsbeférdernder Agenzien abgebaut. Unsere’) Arbeiten 
gehen nun darauf hinaus, Hornsubstanzen unter geeigneten Ver- 
suchsanordnungen nur durch Einwirkung von Warme zu spalten. 

Erhitzt man Horn einfach bei atmosphirischem Druck, so 
verkohlt es bei etwa 300° stets unter Entwicklung von Ver- 
brennungsgasen mit dem bekannten eigentiimlichen Geruch. 
Wird Hornsubstanz im Vakuum erhitzt, so tritt bei etwa 250° 
eine langsame Abscheidung eines Destillates ein, das sich bei 
270° vermehrt und braun farbt. In der Retorte verbleibt 
wiederum eine Kohle, die stark porés ist. Erfolgreich war 
erst das Erhitzen des Horns in einem abgeschlossenen Raume. 
Dabei trat bei einer bestimmten Temperatur, die von der Er- 
hitzungsdauer abhingig ist, eine Spaltung ein. Bei dieser 
Spaltung resultierten stark riechende Gase und eine dick- 
fliissige braune Masse, deren Reaktion gegen Lackmus alka- 
lisch war. Unter den Gasen sind Schwefelwasserstoff, Am- 
monium- und organische Schwefelverbindungen erkennbar. 

Dieser Spaltungsvorgang laBt sich durch folgende An- 
nahme erklaren. Durch den EinfluB der hohen Temperatur 
entsteht zunichst an den auferen heiBesten Stellen der Masse 





') R. Neumeister, Zs. f. Biologie, Bd. 26, 8.57 (1890). 
2) D. R.-P. 321382. 
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eine tiefgehende Zersetzung, wobei sich primir oder sekundir 
Ammoniak und Wasser bilden. Dadurch sind die Bedingungen 
zu einer schwachen alkalischen Hydrolyse gegeben. Die An- 
nahme wird gestiitzt durch die Tatsache, daB die Spaltung 
unter Druck bei niedrigerer Temperatur eintritt, sobald dem 
Horn Ammoniak im abgeschlossenen Raume von vornherein 
zugefiigt wird. Auch ein Zusatz von Wasser erniedrigt — 
wie zu erwarten — die Spaltungstemperatur, aber nicht im 
gleichen MaBe wie konzentrierte Ammoniaklésung (20 °/,). 
Uber die Ergebnisse der Untersuchung der resultierenden 
Spaltprodukte wird in den naichsten Mitteilungen berichtet werden. 


Experimenteller Teil. 
1. Erhitzen von Horn unter atmospharischem Druck. 


Kleine Hornspiine wurden in einem Glaszylinder mit 
Thermometer in einem Sandbade langsam erhitzt, Bei etwa 
150° trat der Geruch nach verbranntem Horn auf. Bei etwa 
200° erweichte das Material und begann bei etwa 250° zu 
schmelzen unter Abscheidung eines braunen Destillats. Bei 
etwa 300° trat dann restlose Verkohlung ein. Die Kohle war 
glinzend-schwarz und stark pordés. 


2. Erhitzen von Horn im Vakuum. 


Es wurde zu diesem Zwecke zerkleinerte und gereinigte 
Hornsubstanz in eine Retorte mit Vorlage gebracht, die nach 
Erreichung eines Vakuums von etwa 8—10mm in einem OI- 
bade erhitzt wurde. Bis zu etwa 250° war keine Verinderung 
festzustellen. Dann schied sich langsam ein Destillat ab. Bei etwa 
270° wurde die Abscheidung stirker und das Destillat nahm 
eine braune Farbung an. Nach dem Abstellen des Versuchs be- 
fand sich in der Retorte als Riickstand eine stark porése Kohle. 


3. Erhitzen von Horn im abgeschlossenen Raume. 


Diese Erhitzung wurde in Bombenréhren vorgenommen. 
Das zu kleinen Stiicken zerspaltene Horn wurde in geringen 
Mengen (etwa 5 g trocken) in diese Roéhren eingeschmolzen. 
Die Spitzen der Réhren wurden — wie iiblich — kapillar aus- 
gezogen und das Ganze dann im Bombenofen erhitzt. 
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1. Versuch. 


2 Rohren. Roéhre Nr. 1 enthielt ein ganz festes Horn, 
das in Form der sogenannten ,,Hornbrillen“ von Knopfberei- 
tungsabfillen herstammte. Es war nur mechanisch und durch 
Abwaschen mit Wasser vorher gereinigt und vor dem Kin- 
fiillen wieder gut getrocknet worden. Réohre Nr. 2 enthielt 
Horn von Rinderklauen. Letztere bezogen wir vom hiesigen 
Schlachthof, zerkleinerten sie mit Hilfe einer Schere und 
reinigten sie gut mit Wasser. Das Klauenmaterial war im 
Vergleich bedeutend weicher als die Knopfhornabfialle. 





Bombenofen: 
“ | Beginn |,, Ende _Er- 
Sl der Er | ome | des | hitzunes-| Rohre 1 | Rehre 2 
= ; erreicht | __ dauer bei : 
a hiteung V cxmmenia Temp. A 


Un- Material hatte 


200 255 nachm./3*° nachm.|4'°nachm.| 25 Min. b. : on 
4 verindert |sich gebriiunt 


Vin Briunung 
2105" , Bw ,  ., 25 ,, euiitaiand blieb 
bestehen 
— B : Beginnende 
225 189° vorm. 197° vorm. |9°° vorm. | 25 D Geschmolzen 
V7, 


Schmelzung 




















230 |2°°nachm.|3* nachm.|3°°nachinJ 25 ,, geschmolz. — 


Das weiche Material der Réhre Nr. 2 war merkbar friiher 
geschmolzen als das harte der Réhre Nr. 1. Die Beschaffen- 
heit des Ausgangsmaterials in bezug auf Festigkeit scheint 
also von KinfluB auf die Héhe des Schmelzpunktes zu sein. 
In beiden Roéhren war ein sehr starker Druck entstanden. 
Die qualitative Analyse der nach dem Offnen ausstrémenden 
(jase ergab: Schwefelwasserstoff, Ammonium und organische 
Sulfide. Es war ein starker Lauchgeruch bemerkbar. Dieser 
wird wahrscheinlich auf die Bildung von Methylmercaptan 
zuriickzufiihren sein, welches R. Bauer’) bei seinen Horn- 
spaltungen mit gespanntem Wasserdampf unter den Spal- 


a 


'!) R. Bauer, Diese Zs. Bd. 25, S. 343 (1902). 
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tungsgasen ebenfalls nachweisen konnte. Das restierende 
Spaltprodukt war dickfliissig und hatte eine dunkelbraune 
Farbung und einen typischen Geruch (nach verbrannten Eiweib- 
produkten). Seine Reaktion war gegen Lackmus alkalisch. 

Der Versuch Nr. 1 zeigt, daB Horn, auf etwa 225—230° 
erhitzt, sich spaltet. Es wurde nun versucht, ob man die 
Spaltung vielleicht durch lingeres Erhitzen auf eine niedrigere 
Temperatur ebenfalls erhalten kann. DaB dieses méglich ist, 
zeigen folgende Versuche: 


2. Versuch. 


2 Réhren wurden mit in Wasser gekochten und von 
iiberschiissiger Feuchtigkeit befreiten Hornspiinen beschickt. 


Bombenofen. 





Beginn der | Temp. A |Ende des e : et. 
Erhitzung | erreicht |Versuchs mine 1 Rohre 2 


Nur teilweise 


909 F,00 m. 1527 n . 16°° : 
22( 5° nachm. |5°? nachm. [6°° nachm.|/Geschmolzen geschmolzen 

















— -) 


Erhitzungsdauer bei Temp. A: 63 Min. 





3. Versuch. 


2 Rohren. Roéhre Nr. 1 mit gekochten und von iiber- 
schiissiger Feuchtigkeit befreiten Rinderhornspinen, Rédhre 
Nr. 2 mit ebenso vorbehandelten Klauenspinen beschickt. 


Bombenofen. 





Roéhre 1 Roéhre 2 


a Beginn der | Temp. A |Ende des 
P. Erhitzung | erreicht | Versuchs 





























220° 3'2 nachm. |34° nachm.]5% nachm./Geschmolzen | Geschmolzen 


— — | 


Erhitzungsdauer bei Temp. A: 90 Min. 





4. Versuch. 


2 Réhren. Réhre Nr. 1 mit gekochtem, stark wasserhal- 


tigem Klauenmaterial, Réhre Nr. 2 mit trockenen Klauenspiinen 
beschickt. 








ii 
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Bom benofen. 
aca 
Temp. A] eo. | , E 
a Erhitzung | erreicht | Versuchs Rohre 1 Rohre 2 
210° 915 yorm. | 9* vorm. |114°vorm.|Geschmolzen | Geschmolzen 

















.— 


Erhitzungsdauer bei Temp. A: 2 Stunden, 
Ks resultierten bei diesen Spaltungen in bezug auf ihre 
allgemeine chemische und physikalische Beschafienheit dieselben 
Gase und Spaltprodukte wie bei Versuch Nr. 1. 





4, Erhitzen von Horn mit Ammoniak im abgeschlossenen Raume. 

Bei diesen Spaltungen entsteht Ammoniak. Dieses fiihrte 
zur Annahme — da die Bedingungen gegeben sind, daB die 
Spaltung durch eine schwache alkalische Hydrolyse bewirkt 
wird, Schmilzt man nun von vornherein Ammoniak in die 
Réhre mit ein und schafft dadurch fiir diesen Fall besonders 
giinstige Versuchsbedingungen, so miiBte irgendeine Kinwir- 
kung konstatierbar sein. 


5. Versuch. 

2 Rohren. Rohre Nr. 1, beschickt mit Rinderklauenspinen, 
die nur wie bei Versuch Nr.1 mit Wasser zur Reinigung 
vorbehandelt waren. Réhre Nr. 2, beschickt mit dem gleichen 
Material, das etwa 24 Stunden in konzentriertem Ammoniak 
(20°/,) gelegen hat und auBerdem noch mit etwa 2 ccm kon- 
zentriertem Ammoniak (20 °/,). 





Bombenofen. 
< | Begi End Er- 
: ginn Tem A nae ’ 
S. : p- hitzungs- sic Shre 2 
g des erreicht | des pica, at Roéhre 1 Roéhre 2 
< | Versuchs Versuchs | Temp. A 
Material ; 
‘ — , . | Beginnende 
“01 945 way _ 30 y 9 
150°} 945 yorm. |10°° vorm.}10° vorm.| °25 Min. | ein wenlg Schmelzung 
gebriiunt 
Beginnende 
930 945 10 9 
180 |2°° nachm.}2* nachm.|3!°nachm.} 25 ,, ¥, Schmclzung 
Bis auf die | Geschmolzen 
sae. ae. a . 25 (. Briiunung | (homogen 
un verindert|fliissig. Masse) 
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Die Réhren wiirden wie bei Versuch Nr. 1 25 Minuten auf 
eine bestimmte Temperatur erhitzt. Die Spaltung unter ge- 
wohnlichen Bedingungen tritt dann bei etwa 225 bis 230° ein. 
Bei Versuch Nr. 5 erfolgte das Schmelzen des Horns in der 
mit Ammoniak beschickten Réhre schon bei 200°, also ist ein 
Kinflu8 des Ammoniaks deutlich wahrnehmbar. Beim Offnen 
zeigte sich in der Réhre Nr. 2 nur ein sehr schwacher Druck.') 
Die Capillare muBte sogar abgeschnitten werden, da sie beim 
Erhitzen nicht aufgeblasen wurde. Die resultierende Substanz 
war rotbraun und fliissig. Die Kontrollréhre Nr. 1 wurde ohne 
Ammoniakzusatz in gleicher Weise behandelt. Ihr Inhalt 
war bis auf eine schwache Briunung des Materials noch 
unverandert. 

Kin weiterer Versuch wurde dahin angestellt, ob die Be- 
feuchtung mit Ammoniak allein dasselbe bereits bewirkt wie 
Befeuchtung und Zusatz von Ammoniak bei Roéhre Nr. 2 des 
vorigen Versuachs. 

Das gleiche Material wurde etwa 3 Minuten — bei einem 
weiteren Versuch etwa 2 Stunden — in eine Ammoniaklisung 
(20°/, ig) eingelegt und dann ohne weiteren Ammoniakzusatz 
in geschlossenen Réhren bei 200° 25 Minuten lang erhitzt. 
Der Erfolg war nicht derselbe wie bei Réhre Nr.2. Das Horn 
war nur wenig verindert. 


5. Erhitzen von Horn mit Wasser im abgeschlossenen Raume. 


Kin Zusatz von Wasser miiBte auf Grund der Uberlegung — 
daB eine hydrolytische Spaltung eintritt — in derselben Rich- 
tung wirken wie ein Ammoniakzusatz. 


6. Versuch 


2 Réhren wurden mit feuchten Rinderklauenspiinen be- 
schickt und je etwa 10 ccm Wasser hinzugefiigt. 
: Wie aus der Tabelle ersichtlich, wurden die Réhren etwa 
25 Minuten auf eine bestimmte Temperatur erhitzt. Das 


) R. Bauer (vgl. Zit. S. 5) bemerkte bei seinen Hornspaltungen mit 
gespanntem Wasserdampf das gleiche, 
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Bombenofen. 
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Wasser beider Réhren braun 


200° | 10% v.| 104 v.} 11° v.] 25 Min. nee a 
gefiirbt. Sonst unveriindert. 

















208 355 n.} 45 n.} 499.1 25, Geschmolzen | Geschmolzen 


Schmelzen trat bei etwa 208° ein, also etwa 20° unter der 
Spaltungstemperatur ohne jeden Zusatz. Beim Offnen war ein 
sehr schwacher Druck bemerkbar. Die resultierende Fliissig- 
keit zeigte eine rotgelbe Farbe. In ihr befanden sich kleine 
gelbe Kliimpchen, die sich aber mit einem Glasstab leicht 
zerreiben lieBen. 7 


6. Versuchsreihe einer Uberhitzung. 


Der EinfluB der Temperatur, die tiber der Schmelz- bzw. 
Spaltungstemperatur von 225° liegt, auf Horn im geschlossenen 
Rohre war folgender: 


7. Versuch 


2 Roéhren, beschickt mit wie bei Versuch Nr. 1 gereinigten, 
getrockneten und zerkleinerten Hornbrillenspinen. 











Bombenofen. 
= & Sio3] ar 
5 lanl bd . oO ae pane . os oe 
5 FSI aes] oal] 8 & =" Rohre 1 Réhre 2 
- STR eID RTS BB 
v 60 = vo & gq © a wv 
HS ose Claes l|aage 
pO <2) 
250° | 92° y.110° y.] 10% v.] 25 Min. Geschmolzen Geschmolzen 
275 110% v.} 10% v.J 11 v.] 25 ,, " aw 





(Glaswand bei beiden Réhren 
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Beim Offnen war in beiden Rdhren ein starker Druck 
bemerkbar. Die restierende Substanz war ihrem Verhalten 
nach dieselbe wie bei Versuch Nr. 1. Die Erhéhung der Tem- 
peratur bleibt auf die Spaltung ohne KinfluB. (Das Gleich- 
gewicht innerhalb der Réhre ist also kein wesentlich anderes 
gewesen als bei Versuch 1.) 


7. Spaltung im Autoklaven. 


Um fir die Untersuchung der Spaltprodukte geniigende 
Mengen Material zu erhalten, spalteten wir Hornsubstanz im 
Autoklaven. Der Verlauf einer dieser Operationen sei dieser 
Arbeit noch angefiigt. 

In den Autoklaven wurden in einem Einsatz vorher 
durchgekochte Klauen gebracht und dann erhitzt. 








Autoklay. 

Temp. Zeit Druck Temp. Zeit Druck 
2°° 96 0,0 Atm. 165 ° 11% 13,0 Atm. 
45 10°° 1,0 175 112° 15,0 
17 10% 2,0 181 11%6 17,0 
95,5 107! 3,0 186 11°! 20,0 

109,5 10%8 4,0 189 11% 22,0 

121,0 10% 5,5 191,5 115° 24,0 

125,0 i0*s 6,0 194 1143 26,0 

133,5 10°? 7,0 196 114? 28,0 

140,0 o 8,0 197 115° 30,0 

150 11% 10,0 198 115° 32,0 

155 11° 11,0 200 1158 35,0 

159,5 1118 12,0 














Nach dem Erkalten wurde langsam abgeblasen. Ks re- 
sultierte eine braune dickfliissige Masse, die dieselben chemischen 
und physikalischen Kigenschaften zeigte, wie die bei den Horn- 
spaltungen in Glasréhren restierenden Substanzen. 


Dresden, am 17. Mai 1922. 








Das Wesen der spezifischen Gifte. 


Von 
Peter Bergell. 


(Der Redaktion zugegangen am 3, Juni 1922.) 


Unter einem spezifischen Gift verstehen wir einen chemischen 
Stoff, der fiir eine Klasse von Menschen ein Gift ist, fiir andere 
jedoch nicht oder nur in geringem Grade. Zunichst kénnen 
wir diese Definition dahin prizisieren, dab die betreffende 
Klasse von Menschen Individuen sind, die an einer bestimmten 
Krankheit leiden. 

Der Entdecker des ersten und — cum granu salis — bisher 
einzigen spezifischen Giftes ist bekanntlich Robert Koch. 
Er fand, daB sein waBriger Glycerinextrakt der menschlichen 
Tuberkelbazillen fiir Tuberkulése schwer giftig war, fiir Ge- 
sunde kaum '/,, so giftig. Anscheinend galt dies fiir dosis 
efficax wie fiir dosis minima letalis. Die Relation galt auch 
fiir Meerschweinchen, wenn auch unter wesentlich anderen 
absoluten Ziffern. 

Im streng chemischen Sinne bleibt das Tuberkulin das 
einzige generell studierbare spezifische Gift. GewiB wurde 
das Prinzip verallgemeinert. Wir kénnen Erscheinungen der 
Immunisierung, der Idiosynkrasie der Vakzinierung im weitesten 
Sinne, besonders der Autovakzinierung, auch die Anaphylaxie 
schlieBlich unter dem Gesichtspunkte der spezifischen Giftig- 
keit betrachten. Doch vermissen wir iberall die prompte, 
gesetzmiBige, im Kxperiment demonstrierbare Erscheinung, 
die nur Tuberkulinversuche erméglichen. Wer daher iiber- 
haupt versuchen will, Natur und Wesen eines spezifischen 

16* 








232 Peter Bergell, 


Giftes zu erkliren, wird sich stets hart an die Tuberkulin- 
versuche und ihre Ergebnisse halten. 

is ist erklirlich, daB die physiologischen Chemiker die 
ungeheure Tragweite der Entdeckung eines spezifischen Giftes 
mehr wiirdigten als die Arzte, die sie als eine gegebene und 
empirisch zu ergriindende Tatsache hinnahmen. Wohl sind 
allerlei Theorien vorgebracht, wie eine solche Spezialwirkung 
wohl zustande kommen kénnte. Ganz allgemein erdrtert 
man noch 

1. die Auffassung, Tuberkulin sei ein Stoff, der katalytisch 
in chemische Prozesse eingreife, die den Tuberkelbacillus und 
das tuberkulése Gewebe’ angingen. 

Die Spezifitat der Wirkung mu8 chemisch natiirlich ent- 
weder mit dem Tuberkelbacillus oder dem tuberkuliésen Ge- 
webe oder der Wechselwirkung beider zusammenhingen, denn 
nur der Tuberkulése reagiert spezifisch. Verstiindige chemische 
Erklarungen gibt es jedoch noch weitere, z. B. 

2. kénnte das Tuberkulin an sich wenig giftig sein. Ein 
Kerment, das direkt oder indirekt dem Bacillus entstammt. 
kénnte es aber spezifisch verindern zu einem furchtbaren Gilt. 
Die Fermentchemie bietet Beispiele. Eine wenig giftige Albu- 
mose kann zu einem giftigeren Pepton abgebaut werden. 

3. Kénnte Tuberkulin mit einem anderen, direkt oder in- 
direkt vom Bacillus stammenden Stoff, eine Synthese eingehen 
zu einem starken Gift. 

Alles dieses wire verstiindlich. Nur historischen Wert 
haben andere Vorstellungen: der Kérper der Tuberkulésen 
sel mit Tuberkulin gefiillt und das injizierte Tuberkulin sei 
der Tropfen, der das FaB zum Uberlaufen bringt. 

Wollen wir hier mit der Forschung weiterkommen, so 
miissen wir rein chemische Grundbegriffe schaffen. DaB man 
aus dem so empfindlichen Tuberkulin das wirksame Prinzip 
chemisch rein, krystallin eines Tages gewinnen wird, ist kaum 
zu hoffen. Nur die reine synthetische Chemie kann im Ver- 
gleich die erste Aufklirung bringen. 

Gelingt es uns, Stoffe zu finden, die man Tieren ein- 
verleiben kann und andere Stoffe, die fiir so vorbehandelte 
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Tiere und zwar nur fiir diese, Gifte sind, so beginnen wir auf 
diesen Gebieten chemisch erfolgreich zu forschen. In welche 
Koérperklassen aber: sollen wir hineingreifen, um hier brauch- 
bares zu schaffen. Sicherlich in die Klassen der schweren 
Gifte. Die Gruppe der Tropaalkaloide sei in Vorschlag ge- 
bracht. Denn das Atropin ist in Milligrammdosen dem 
Menschen tiédlich. Seine beiden hydrolytisch leicht erhiltlichen 
Komponenten Tropin und Phenylhydracrylsiure sind dem- 
gegeniiber fast harmlos zu nennen, Sie geben eine auber- 
ordentlich leicht verlaufende Synthese unter fast physiologischen 
Verhiltnissen. Mydriatische und myotische Wirkung der Ver- 
bindungen dieser Kérperklasse gibt Analoga zu tuberkulésen 
(siften. 

Nach diesen oberflichlichen Erwigungen entsteht die 
Frage, ob nicht fiir das tropingeladene Tier die Tropasiure 
ein spezifisches Gift sei oder umgekehrt das Tropin fiir das 
Phenylhydracrylsduretier. 

Mit dem primitiven Vorgange einer Atropinsynthese in 
vivo wird man allerdings kaum rechnen diirfen. Selbstverstind- 
lich kann der Organismus 'Tropaséure wie ‘Tropin mit seinen 
chemischen Kriften anfassen. Die Siure kénnte er an der 
Alkoholgruppe oxydieren, verestern, an der entgegengesetzten 
Stelle dicarboxylieren, verestern, oder anhydrisieren. Tropin 
kénnte verestert, veraithert, entmethyliert, vielleicht sogar oxy- 
diert werden. Vor allem kénnte bei beiden Glukuronsiure- 
paarung ihre Rolle spielen, ganz abgesehen von der Méglich- 
keit hydrolytischen Abbaues. Trotz alledem kénnen schlieBlich 
beide Komponenten wenigstens teilweise zu vielfachen Synthesen 
benutzt werden. 


COOH CH,— CH-—_-CH, 

| | | | 
C,H,;—CH HO-C-H N-CH, 

| | 

CH,.OH CH,—CH———CH, 
Phenylhydracrylsiure Tropin 


(= Tropasiure) 


Ein Versuch nach der Seite des spezifischen Guiftes hin 
gelang nun zunichst ijberraschend. Es zeigte sich aber auch 
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sofort, daB wir uns diese Vorginge nicht zu primitiv vorstellen 
diirfen. Einmal muS man ausschlieBen, daB nicht einfach 
eine Summation von zwei Schidigungen die Spezifitit eines 
Giftes vortauscht. Was wir anstreben miissen ist fir die 
dosis minima letalis immerhin die Kochsche Relation von 
1:10. Es tritt auch, wie erwartet wurde, nicht einfach ein 
Atropintod auf. Der Organismus wird auf die allerverschie- 
denste Weise reagieren. 

Trotzdem bleibt die Tatsache bestehen, daB in dieser mit 
guten Griinden gewahlten Kérperklasse eine Komponenten- 
wirkung vom Typ des spezifischen Giftes besteht. Vorzugs- 
weise fallt es auf, daB das Tropin ein spezifisches Gift ist 
fiir das Tropasiauretier. Der Versuch erscheint unter Umstanden 
und gewissen Bedingungen so eindeutig, daB er nicht weniger 
imponiert als ein Tuberkulinversuch. 

Priift man unter verschiedenen Versuchsanordnungen und 
dehnt die Versuche aus, so zeigt sich bald, daB ein zweites 
Moment eine dominierende Rolle spielt. Es ist das der Ge- 
wohnung. Meine zeigen Tropin wie Tropasiure gegeniiber 
sichtliche Gewéhnungserscheinungen. Auffiallige Dosen sind 
erreichbar. Ob hier nun ein Zufall oder ein durch das Wesen 
der biochemischen Reaktionen begriindeter Kausalzusammen- 
hang besteht, sei dahingestellt, jedenfalls laufen auch hier die 
beiden Charakteristika des Tuberkulins, Spezifitat der Guift- 
natur und Gewéhnung bei steilaufsteigender Dosis, parallel. 
Es scheint auch noch bei besonderer Versuchsanordnung die 
Erscheinung einer spezifischen lokalen Wirkung aufzu- 
treten. 
Ks ergibt sich nun zwar die Méglichkeit chemischer Vor- 
stellungen, der neue Weg stellt jedoch fast endlose Aufgaben. 
Zunichst die Verfeinerung und zeitliche Ausdehnung der 
Dosen, die Feststellung der dosis efficax neben der dosis mi- 
mima letalis und die Aufklirung des Chemismus der Vor- 
ginge. Spiter sind eine Reihe anderer Stoffe heranzuziehen, 
auch Reaktionen zwischen Tuberkulin und konstitutionell be- 
kannten Kérpern zu beachten. 

Die neue Basis besteht nur darin, daB wir den alten Be- 








Das Wesen der spezifischen Gifte. 235 


| griff des spezifischen Giftes am chemischen Formelbilde ab- 

leuchten. Das konkrete Ziel stellt allerdings fiir uns die er- 
kenntnistheoretische Aufhellung der Giftspezifitit und der Ge- 
wohnungserscheinungen auf dem Gebiete der Chemie des Tu- 
berkelbacillus und des tuberkulésen Gewebes dar. 

Bei diesen Versuchen hat mich mein Assistent, Herr 
Dr. Leo Bonnin, in dankenswerter Weise unterstiitzt. 

Der Miihe und Kosten, die notwendige Menge Tropasaure 
darzustellen, wurde ich durch eine Dedikation dieses wert- 
vollen Stoffes seitens der Firma E. Merck enthoben. 


Experimenteller Teil. 


Die Injektionen wurden nach gleichmaBiger Technik von Herrn 
Dr. Bonnin ausgefihrt.) 


I. Versuchstier: Maus von 20 g. 


Datum Gewicht Subcutan injizierte Dosis 
6. HI. 20 g 1 mg Tropin 
e » 20 g 2 mg a 
8. » 20 g 3 mg 9 
ae 19 g 4 mg ‘ 
12. ,, 18 g 5 mg » 
14. ,, 18 g 0,4 mg Tropasiure 
i 14 ¢ schwer krank 
m. «a -- 0,4 mg Tropasiure 
| ae 13 g 
20. 12g Exitus. 


Gesamtdosis 15 mg Tropin. 
2 x 0,4 mg Tropasiure. 


Als Gegenversuch wurde gleichlaufend und unter gleichen 
Bedingungen Tropasaéure an eine Maus injiziert. 


If. Versuchstier: Maus von 20g. 


Datum Gewicht Injizierte Dosis 
1% 20 g 0,2 mg Tropasaure 
Bs yy — 0,4 mg i 

0. » 19 g 0,6 mg - 

My 19 g 2 mg Tropin 


nach 1/, Stunde Exitus, 
Gesamtdosis: 1,2 mg Tropasaure. 
2 mg Tropin. 
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Bei beiden Tieren weist der schnelle Eintritt der Krank- 
heitserscheinungen besonders auf die Spezifitat des Giftes hin. 

Nichstfolgende Versuche zeigen das véllig andere Ver- 
halten infolge schnell eintretender Gewéhnung. 

Darauf folgen die Versuche der EKinstellung der tédlichen 
Dosis von Tropin und Tropasiure fiir die gesunde Maus. 

Hieran schlieBen sich die Nachpriifungen dieser beiden 
ersten Versuche, die das Vorhandensein einer Giftspezifitiit 
sicherstellen und eine ungefihre quantitative Angabe der 
spezifischen und nichtspezitischen Giftdosis erméglichen. 


Ill. Tropingew6hnungsversuch. 


Maus 15g. Anfangsgewicht. 


15. II. 15 g Injiziert 1 mg Tropin 
17. , lv g 9 1 mg 9 
20. ,, waits ” I mp ” 
23. 20 g ” 1"/, mg ” 
25. ” ~ ” 1"/, mg ”? 
Zi. » 19 g " 13/,mg Ps 


Bisher gesamt 7,8 mg Tropin in 12 Tagen. 


28. ILI. Injiziert 0,5 mg Tropasiure 
29. 5, 19 g ~ 1,0 mg - 


Krankheitserscheinungen 2 g Abnahme. 


3. LV. 17 g Injiziert 2. mg Tropin 
h, oa ‘- 2,5 mg 

6. ,, — - 3,3 mg - 
Be as _ s 3 mg . 
10. ,, — » + mg 
WB. as — ‘ > mg ” 
18. , 18 g m 5 ing 4 
a. ss — " 6 mg - 

Gesamttropin 38,6 mg. 

21. Injiziert 5 mg Tropasadure 
a. » 10 g Gangriin 
23, 45 + 


Der Versuch wurde gleichlaufend doppelt ausgefiihrt. 
Die Protokolle differieren im Ergebnis nur geringfigig. 





Dene eee Rca aes, 


Sika anle Nee POT, aL 


2 
Ei 
3 
} 
: 
4 
a4 
a 
od 
tet 





IR sn 0 ~ ea 


2 cei att RT TS yy. 


WEIS rh aN SSR 


a 


Das W sen der spezifischen Gifte. 237 


IV. Tropasiuregewohnungsversuch. 


Maus 15 ¢g Anfangsgewicht. 


15, IL. Beg Injiziert 0,2 mg ‘Tropasaure 
sm. , l6 g * 0,2 mg 3 
ae 16 g i 0,4 mg -s 
23.» 17 g * 0,6 mg 

a 16 g o 0,8 mg * 

3 ae 18 g Pe 1,0 mg 


¢ 


Gesamt bisher 3,2 mg Tropasiure. 


28. ,, 18 g Injiziert 0,75 mg Tropin 
23. ,, 16 ¢g 
30. ,, ea 1,5 mg 9 

1. IV 15 g 

S. » — - 1,4 mg ‘Tropasiaure 

- sa 1,8 mg ” 

Ge 5, - = 2,4 mg 

a es ad 3,0 mg * 
ss <n - 4,0 mg 9 
oo « — 9 5,0 mg a 
aa Pe 5,0 mg 
. ae 19 g p 6,0 mg « 
4 20 g (vor Inj.) ,, 5,0 mg Tropin. 


Bis 27. IV. staindige Gewichtsabnahme. 27. IV. + Gewicht 15 g. 
Gesamt 31,3 mg Tropasiiure. 
Kin Parallelversuch verlief ziemlich genau entsprechend. 
las Protokoll zeigt nur unwesentliche Differenzen. 


V. Dosis minima letalis fiir Tropasiaure. 


Maus von 21g. Nach 3 mg nur fliichtige Gewichtsabnahme. 
Maus von 20 g. Nach 6 mg schwer krank. 4 g Gewichts- 
abnahme. Noch krank nach 3 Wochen. 


VI. Dosis minima letalis fiir Tropin. 


Maus von 21g. Nach 3mg nur fliichtige Gewichts- 
abnahme, dann vollig erholt. 

Maus von 20g. Nach 6 mg sofort Krankheitserscheinungen. 
Am ersten Tag 1 g Gewichtsabnahme, am zweiten weitere 3 g 
Abnahme und Exitus, 


Ce ee eee 
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VII. Maus von 18g wird mit einer Mischung von je 
1,5 mg Tropin und Tropasdure injiziert. 
Gewichtszunahme. 


Keine Reaktion- 


VIII. Kontrolle fiir spezifische Giftwirkung des Tropins 
fiir das Tropasiuretier. 


18. V. 


¥. Maus von 21 ¢ 

, ae 

» 20g 

» » 208 

’ ” ’ 20 ao 
Tod nach 2 Stun 

V. Maus von 15 ¢ 

» se 

” , » 4g 

” ’ » 1d a 

” ” » log 


Schwerkrank 13 g. 
V. 


99 ”? 


” ’ ) 
Nach 6 Stunden 


” % ”? 


‘> 39 ss 


9 


”? 


» 2mg 
» sme 
» 44mg 
” 4) mg 


? 


den. 


” 


”? 


? 


” 


Injiziert mit 1 mg Tropasiure. 


?? 


59 


99 


3mg Tropin. 


2 mg 
3 mg 
4 mg 
5 mg 


Nach 6 Stunden 2 mg Tropin. 


Maus von 22 g 


21 g 
20 g 
19 g 
1 mg Tropi 


? 


Nn. 


” 


””° 


”? 


2 mg 
3 Mge 
4 mg 
5 mg 


Injiziert 1 mg Tropasiure 


99 


? 


”? 


? 


23. V. noch 12 g. Schwerkrank. 
Injiziert 1 mg Tropasiure 


> 


? 


? 


99 


Sofort krank. 
Tod nach mehreren Stunden. 


IX. Kontrolle fiir spezifische Giftwirkung der Tropasiure 
auf das Tropintier. 


, 


3 mg Tropasiure. 


PF) 


? 


9 


99 


4. V. Maus von 18g Injiziert 1 mg Tropin 
~~ ¥s » we Pe 2 mg 
oh « ” , Seg - 3 mg 
G. a ; , 18¢g “ 4 mg 
aD.. + ‘ » 2 ” 5 mg 
11. ,, ” » 16g ” 
Tod nach einigen Stunden. 
iz. ¥. Maus von 15 ¢ Injiziert 1 mg Tropin 
13. ,, ” » lg ” 2 mg 
15. ,, ” » 1d5¢g ” 3 mg 
16. ,, »  » 16g %9 4 mg 
17. » 9 » 16g » 5 mg 
Nach 6 Stunden 2 mg Tropasiure. Schwer krank. 


Gewichtsabnahme 3g. Tod am 21. V. 
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i, %. Maus von 18 g Injiziert 1 mg Tropin 
17, ” ” ” ere ” : mg ” 
18. ,, ” » 18g ” 3 mg ” 
a ic ww Ie i 4 mg - 
20. 5 ” » 18 g ” 5 mg ”? 


Nach 6 Stunden i mg Tropasiure. Wird schwerkrank. 
MaBige Gewichtsabnahme. Nach 3 Tagen noch schwerkrank. 


Zwei weitere Versuche ergaben, daB fiir das nach dieser 
Methode geladene Tropintier 1/, mg Tropasiiure und fir das 
Kontrolltropasiuretier }/, mg Tropin in der niachsten Nahe der 
tédlichen Dosis liegt. Die zunachst verlangte Relation von 
1:10 zwischen spezifischer und einfacher Giftwirkung diirfte 
also erreicht sein. 








Studien tiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
VII. Mitteilung. 


Weitere Versuche zur Reinigung der Magenenzyme. 
Von 


Olof Hammarsten. 


(Aus dem Med.-chem. Institut der Universitat Upsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1922. 


In einem vorigen Aufsatze') habe ich gezeigt, da’ man 
aus den mit 0,2°/, HCl kalt bereiteten Extrakten aus der Magen- 
schleimhaut des Schweines eine Substanz gewinnen kann, die 
bei Halbsittigung des Extraktes mit NaCl als eine hyaline 
Masse ausfallt, welche kraftige, sowohl Pepsin- wie Chymosin- 
wirkung zeigt. Lést man diesen, von mir vorliiufig als ,,hyaline 
Substanz“ bezeichneten Stoff in Chlorwasserstoffsiure von 
(,2°/, auf und dialysiert die Lésung gegen destilliertes Wasser, 
so scheidet sich die Substanz nach Entfernung der Siiure und 
des NaCl zum gréSten Teil wieder mit unveriinderten Kigen- 
schaften aus, wiihrend der Rest in Lésung bleibt. LaBt man 
dagegen die Lésung der salzfreien Substanz in Siure (0,2 °/, HCl) 
kurze Zeit bei K6rpertemperatur stehen, so wird sie durch 
Selbstverdauung sehr rasch denaturiert. Sie zeigt allerdings 
fortwihrend kraftige Enzymwirkungen; bei Halbsiittigung mit 
NaCl gibt sie aber keine hyaline Masse, sondern eine fein- 
flockige Fallung, und in der Fliissigkeit findet man koagulables 
KiweiB, Albumosen und vielleicht auch Spuren von Peptonen. 


1) Diese Zs. Bd. 108, S. 243 (1919/20). 
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Diese, als Enzym wirkende hyaline Substanz habe ich 
nicht als ein reines Enzym, sondern als eine Verbindung bzw. 
ein Gemenge von Enzym und einer hyalinen Proteinsubstanz (bzw. 
mehreren Proteinstoffen) betrachtet und ich habe sie der Kiirze 
halber auch ,,Rohpepsin“ genannt. Solches Rohpepsin, welches 
nicht durch wiederholtes Auflésen in Siure und Ausfillen mit 
NaCl gereinigt, sondern nur einmal mit NaCl gefillt worden 
war, diente als Ausgangsmaterial fiir die hier mitzuteilenden 
Untersuchungen, deren Aufgabe es war, ein reineres Knzym dar- 
zustellen. Kin nur durch einmaliges Ausfillen mit NaCl, direkt 
aus dem sauren Extrakte, erhaltenes Rohpepsin kann natiir- 
lich bei verschiedenen Gelegenheiten eine verschiedene Reinheit 
zeigen, wie aus der Wirksamkeit des Priparates, wenn man 
die letztere als ein Ma8 der Reinheit betrachtet, hervorgeht. 
In einigen Fallen habe ich schon nach einmaliger Ausfillung 
mit NaCl Priparate erhalten, die etwa gleich stark wie das 
von Geselschap') dargestellte Pekelharingsche Standard- 
pepsin wirkten, d.h. in der Konzentration 0,5 mg org. Sub- 
stanz in 10 ccm HCl von 0,2°/, bei der Mettschen Probe in 
24 Stunden 5—6 mm verdauten. In den meisten Fallen war 
die Wirkung jedoch schwacher, nimlich zwischen 4—5 mm. 
Um die Arbeit zu erleichtern, habe ich auch versucht, von 
einer chemischen Fabrik, die mit der Darstellung von Pepsin- 
priparaten sehr vertraut ist, nach meinem Verfahren dar- 
gestelltes Rohpepsin zu erhalten; aber dieses Pepsin wirkte 
nicht unwesentlich schwicher und war offenbar weniger rein. 
Aus dem Grunde habe ich zu meinen Reinigungsversuchen 
nur von mir selbst dargestelltes Rohpepsin verwendet. 

In diesen Versuchen verfuhr ich nach zwei, prinzipiell 
verschiedenen Methoden. Nach der einen, A, wurde die salz- 
freie, saure Liésung (0,2 °/, HCl) der hyalinen Substanz durch 
kurzdauernde Erwirmung auf Kérpertemperatur der Selbst- 
verdauung unterworfen und hierdurch denaturiert. Nach der 
anderen, B, suchte ich ohne irgendwelche Denaturierung der 
hyalinen Substanz ein gereinigtes, kriftig wirkendes Enzym 
darzustellen. 





1) Diese Zs, Bd. 94, S. 205 (1915). 
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In diesem Aufsatze werde ich nur das Verfahren nach 
der Methode # ausfihrlicher besprechen. Die nach 4 aus- 
gefiihrten Untersuchungen sind allerdings in der Hauptsache 
fertig, ich will sie aber nicht verdffentlichen, bevor ich sie 
durch noch einige Versuche mit etwas gréBeren Mengen Roh- 
material kontrolliert habe. Infolge der groBen Schwierigkeit, 
solches Material hier in Upsala anzuschaffen'), kénnen diese 
Kontrolluntersuchungen wahrscheinlich erst nach etwas lingerer 
Zeit abgeschlossen werden, und vielleicht werde ich nie im- 
stande sein, dieselben auszufiihren. Aus dem Grunde will ich 
hier nur ganz kurz die Hauptziige des Verfahrens nach 4 
und die nach diesem Verfahren erhaltenen Resultate angeben. 

Nach dem Verfahren A wird die Lésung des Rohpepsins 
in Chlorwasserstoffsiure durch Dialyse gegen Siiure derselben 
Stiirke von NaCl und anderen dialysierbaren Stoffen befreit. 
Darauf wird diese saure Liésung 1—3 Stunden (1 Stunde oder 
weniger ist geniigend) bei 37—38° C. erwirmt, wobei die 
hyaline Substanz denaturiert wird. Man kann dann zur weiterei! 
Reinigung drei verschiedene Wege einschlagen, nimlich: 1. Dia- 
lyse gegen destilliertes Wasser, 2. Ausfaillung durch Halb- 
sittigung mit NaCl und 3. Ausfallung durch fast vollstandige 
Saittigung mit Ammoniumsulfat bei Zimmertemperatur. 

Die Dialysemethode ist am wenigsten zu empfehlen; 
der allergréBte Teil des Pepsins bleibt hierbei in Lésung, und 
die in geringer Menge ausgefillte Substanz ist weniger rein 
als die geléste. So verdaute das Pepsin — oder richtiger die 
organische Substanz — in der Lésung in der von Geselschap 
gewihlten Standardkonzentration 1:20000 bei der Mettschen 
Probe 5,4—6,1 mm, die Fallung dagegen unter denselben Be- 
dingungen in zwei Versuchen nur 4,4 mm. 

Die Halbsittigung mit NaCl bei Zimmertemperatur gibt 
eine rein weife, feine Fallung, die man durch Abzentrifugieren 


1) In Upsala oder in ihrer nichsten Umgebung werden Schweine 
nur selten geschlachtet. Man sendet die Tiere nach Stockholm oder 
schlachtet sie an anderen Pliitzen; und da man die Magenschleimhiiute 
miglichst bald nach dem Tode des Tieres verarbeiten muB, ist meine 
Arbeit hierdurch in hohem Grade erschwert und verzégert worden. 
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als einen festen Bodensatz erhilt. Man kann sie nach ihrer 
Auflésung in Saiure von neuem mit NaCl fallen, was indessen 
in meinen Versuchen kein kriftiger wirkendes Praparat als 
einmalige Fallung lieferte. Die ausgepreBte, im Exsiccator 
getrocknete Fiallung enthilt natiirlich ziemlich viel NaCl, 
welches man indessen neben anderen wasserléslichen Stoffen, 
infolge der Schwerldslichkeit dieses Pepsins in Wasser, durch 
mehrmaliges Auswaschen des Pulvers mit kleinen Wasser- 
mengen ohne gréfere Substanzverluste entfernen kann. Das in 
dieser Weise zuletzt erhaltene, trockene Pulver ist gelblich- 
weiB, lést sich bei Zimmertemperatur leicht in Verdauungs- 
salzsiure und verdaute in meinen Versuchen in der Konzen- 
tration 1:20000 bei der Mettschen Probe 5,6—6 mm. 

Bei der Ausfallung mit Ammoniumsulfat erhilt man eine 
viel reichlichere Fallung als bei Halbsittigung mit NaCl, und 
diese Fallung enthilt ein Gemenge von mindestens drei ver- 
schiedenen Proteinsubstanzen. Nach dem Auspressen, Trocknen 
und Zerreiben kann das feine Pulver durch wiederholtes Be- 
handeln mit kleinen Mengen Wasser leicht und vollstandig 
von Ammoniumsulfat befreit werden. Der zuriickgebliebene 
Rest wirkt ungefaihr ebenso kriaftig wie das Standardpepsin, 
indem er in der oft erwahnten Konzentration (1:20000), die 
ich der Kiirze halber in dem Folgenden ,,Standardkonzentration“ 
nenne, rund 6 mm verdaute. 

Die Fallung mit Ammoniumsulfat ist, wie gesagt, bedeu- 
tend reichlicher als die mit Chlornatrium. Bei dem Aus- 
waschen mit Wasser wird aber auBer dem Sulfate auch der 
gréBte Teil der organischen Substanz gelést. Die so erhaltene 
durch Dialyse gegen Wasser von Sulfat befreite Lésung ent- 
halt als Hauptbestandteil eine in Wasser leicht lésliche, beim 
Sieden, namentlich nach Zusatz von ein wenig KEssigsaure, 
koagulierende Proteinsubstanz und das Filtrat hiervon enthilt 
nur wenig Albumose. Die dialysierte Liésung hat kraftige 
Knzymwirkungen, und bei so starker Verdiinnung mit Wasser 
und Siure, daB ihr Gehalt an festen Stoffen der Standard- 
konzentration entspricht, verdaute sie bei Metts Probe bei 
38° 5,6—5,8 mm. Da die leichtlésliche, koagulable Substanz 
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die unverhiltnismiBig gréBte Menge der festen Stoffe betriigt, 
diirfte sie wohl auch der eigentliche Triiger der Enzym- 
wirkung sein. 

Nach diesem Verfahren kann man also zwei verschieden- 
artige Proteinstoffe erhalten, die beide etwa gleich stark wie 
das Standardpepsin wirken. Es ist wesentlich die Notwendig- 
keit, dieses Resultat, wie quch einige die NaCl-Methode be- 
trefiende Detailfragen, etwas eingehender zu studieren, welche 
mich verhindert, diesen Teil meiner Untersuchungen als eine 
abgeschlossene Arbeit zu veréffentlichen. 

Ich gehe nun zu der als B bezeichneten Methode ier. 

Die Magenenzyme verschiedener Tiere zeigen nicht alle 
dasselbe Verhalten, wenn man ihre Lésungen in Verdauungs- 
salzsiure einige Zeit auf Kérpertemperatur erwiirmt. So wird 
z. B., wie ich gefunden habe’), das Pepsin des Hechtes dabei 
verhiltnismaiBig rasch vernichtet, und hinsichtlich der Enzyme 
der Kalbsmagenschleimhaut habe ich schon langst gezeigt”), 
daB man durch Erwirmung ihrer Loésung in 0,2°/, Chlor- 
wasserstoffsiure bei 37—40° C wihrend einiger Tage das 
Chymosin, ohne stiirkere Herabsetzung der Pepsinwirkung, zer- 
stéren kann. Ob das Chymosin hierbei wirklich zerstért oder 
in eine andere Substanz umgewandelt wird, ist fiir die jetzt 
vorliegende Frage ziemlich gleichgiiltig. Die Hauptsache ist, 
daB die so behandelte Lésung nicht typisches Chymosin, sondern 
eine andere, wie das sogenannte Parachymosin wirkende Sub- 
stanz enthilt und daB also jedenfalls eine Denaturierung des 
Chymosins stattgefunden hat. Inwieweit die Magenenzyme 
anderer Tiere unter Ahnlichen Verhialtnissen verindert oder 
geschiidigt werden, hat man noch nicht naher studiert; be- 
kannt ist aber, daB z. B. auch das Pepsin des Schweines durch 
Selbstverdauung allmihlich zerstért werden kann. 

Nun geschieht wohl meistens die Pepsindarstellung durch 
Selbstverdauung der Magenschleimhaut bei Koérpertemperatur 
und einem ziemlich hohen Siuregrade, und die Méglichkeit 
ist also nicht ausgeschlossen, da8 man nach diesem Verfahren 





') Diese Zs. Bd. 56, 8S. 18 (1908). 
*) Vgl. Malys Jahresberichte Bd. 2, 8.122 (1872). 
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ein schon etwas denaturiertes Enzym erhilt. Die Veriinderung 
des Kalbsmagenenzyms durch Saéurewirkung bei Kérpertempe- 
ratur besteht unter anderem in einer sehr erhdhten Empfind- 
lichkeit gegen Alkali, und wenn dhnliches auch fiir das Enzym 
anderer Tiere gelten wiirde, kénnte dies zu Schwierigkeiten 
und fehlerhaften Schliissen namentlich bei Gerinnungsversuchen 
mit Milch fihren. Fir gewisse Fille kann es also wichtig 
sein, tiber ein Pepsin verfiigen zu kénnen, von dem man sicher 
weiB, daB es nicht durch Saurewirkung veriindert worden ist, 
Aus diesen Griinden habe ich, mit dem Rohpepsin als Aus- 
gangsmaterial, eine Methode ausgearbeitet, die ein Pepsin liefert, 
welches nie der Einwirkung von Séure bei Kérpertemperatur 
ausgesetzt gewesen ist. 

Die Methode ist sehr einfach, denn sie besteht nur in 
einer fraktionierten Extraktion des Rohpepsins mit Wasser. 

Veranlassung zu diesem Verfahren gaben einige Versuche 
in welchen ich das Rohpepsin, statt durch Dialyse gegen Siure, 
durch Auswaschen mit kleinen Wassermengen von NaCl und 
anderen léslichen Verunreinigungen befreien wollte, um da- 
durch ein reineres Pepsin in fester Form zu gewinnen. Es 
zeigte sich hierbei, daB ein solches Auswaschen mit kleinen 
Wassermengen und Filtration nicht gut ausfiihrbar war. Das 
Rohpepsin quoll niamlich ziemlich stark auf, wodurch eine 
Filtration sehr erschwert wurde, und ich muBte deshalb das 
Zentrifugieren verwenden. Hierbei fand ich nun, daB das erste 
Extrakt auBer NaCl auch viel organische Substanz enthielt, 
deren Menge in den folgenden Extrakten abnahm, so da8 ich 
vom 4, Extrakte ab Liésungen erhielt, die zwar verhiltnismabig 
arm an festen Stoffen waren, aber trotzdem gut milchkoagu- 
lierend wirkten und kriftige Pepsinverdauung zeigten. Ich 
konnte in dieser Weise eine Reihe von kriftig wirkenden Ex- 
trakten erhalten bis zu einem Punkte, wo die Wirkung der 
Kxtrakte wieder abnahm. , 

Diese Beobachtungen veranlaBten mich, die Verhiltnisse 
auch quantitativ genauer zu verfolgen, indem ich in jedem 
Kixtrakt den Gehalt an festen Stoffen und die Stirke der 
Pepsinwirkung, in den meisten Fiillen auch die Starke der 
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milchkoagulierenden Fahigkeit bestimmte. Zu der letztgenannten 
Bestimmung diente immer Kuhmilch in der Relation 1 ccm 
Extrakt und 10 ccm Milch bei 38° C. Die Extrakte enthielten 
in den Milchproben selbstverstindlich keine freie Chlorwasser- 
stoffsiiure, sondern wurden in ihrem natiirlichen Zustande ge- 
priift. In den Pepsinproben dagegen enthielten sie immer 
0,2°/, HCl. Zu der Pepsinbestimmung diente die Mettsche 
Probe. Hierbei arbeitete ich nie mit vorher fertig abgeschnit- 
tenen, in Wasser oder salzsiurehaltigem Wasser mit einem 
Antiseptikum aufbewahrten kleinen Réhrchen. Ich benutze 
immer lingere Rohre, die in-einem hohen Zylinder in Wasser 
unter Toluol aufbewahrt wurden. Unmittelbar vor dem Ge- 
brauche wurde der iuBerste Teil, etwa 1—11/, cm, abgeschnitten 
und weggeworfen und dann die erforderliche Anzahl Réhrchen 
abgeschnitten. Die Verdauung dauerte immer 24 Stunden und 
geschah in kleinen geschlossenen GlasgefaBen in einem Ost- 
waldschen Thermostaten bei einer Temperatur, die als Regel 
nur sehr wenig um 38° C. schwankte und nur in Ausnahme- 
fallen auf 39° C. stieg. 

Um die Pepsinwirkung verschiedener Extrakte mit- 
einander vergleichen zu kénnen, brachte ich alle durch 
Verdiinnung mit Wasser und Siaure auf denselben Siuregrad, 
0,2 °/, HCl, und den gleichen Gehalt an festen Stoffen. 
Der letztere war immer die von Geselschap gewiahlte Kon- 
zentration, nimlich 0,5 mg in 10 ccm, d.h. 1: 20000. In dieser 
Konzentration verdaute das von Geselschap untersuchte 
Pekelharingsche Pepsin 5,3—5,6mm. MHierdurch wurde ein 
Vergleich mit dem Standardpepsin Geselschaps erméglicht; 
und iiberall, wo in dem Folgenden von einer Verdauung in 
Millimetern die Rede ist, bedeutet dies also (wenn nichts 
anderes gesagt wird), daB das Extrakt (bzw. die Liésung) so 
verdiinnt war, daB der Gehalt an festen Stoffen 1:20000 
betrug. 

Um den Verlauf und das Resultat einer solchen Unter- 
suchung zu zeigen und damit auch das Prinzip der Methode 
darzulegen, fiihre ich hier als Beispiel etwas ausfiihrlicher 
einen solchen Versuch an. 
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Von einem Rohpepsin mit 70°/, organischer Substanz, 
22,7°/, NaCl und 7,3°/, Wasser und dessen organische Sub- 
stanz eine Verdauungskraft von nur 4,1 mm zeigte, wurden 
3g (also etwa 2,1 organische Substanz) mit Wasser zerrieben, 
in einen mit Stépsel versehenen Glaszylinder iibergefiihrt, mit 
Wasser bis zu 100 com aufgefillt und mit etwas Toluol ver- 
setzt. Am ersten Tage wurde einige Male leise umgeschiittelt, 
dann blieb aber das Gemenge einige Tage ohne Umriihren 
und Umschiitteln stehen.’) 

Beim Zentrifugieren setzte sich das Ungeléste sehr gut 
ab; die Fliissigkeit, deren Volumen 90 ccm betrug, war aber 
nicht klar und ging opalisierend durch das Filtrum. Sie ent- 
hielt 0,556°/, NaCl und 0,978°/, organische Substanz. Um 
das NaCl zu entfernen, wurde der gréSte Teil der Fliissigkeit 
2 Tage (nach Toluolzusatz) gegen Wasser dialysiert. Nach be- 
endeter Dialyse, wihrend welcher das Volumen um gegen 
10°/, zugenommen hatie, enthielt die Flissigkeit eine rein 
weiBe Fillung, die leicht abfiltriert werden konnte, und lieferte 
ein wasserhelles Filtrat. Die Menge der Fillung in der dia- 
lysierten Fliissigkeit war 0,385°/, und der Gehalt des Fil- 
trates an festen Stoffen 0,180°/,, und es war also auBer dem 
NaCl eine recht bedeutende Menge organische Substanz weg- 
dialysiert worden. 

Kin kleiner Teil der Fillung, in Chlorwasserstoffsiure von 
0,2°/, gelést und mit dem gleichen Volumen gesittigter Na(Cl- 
Lésung gemischt, gab eine ganz typische Ausscheidung von 
hyaliner Substanz. Die letztere ist nimlich, wie besondere 
Versuche gezeigt haben, leichter léslich in verdiinnter NaCl- 
_ Lésung als in Wasser, und infolge hiervon war ein Teil von 
ihr in Lésung gegangen. Diese, durch Dialyse erhaltene F4l- 
lung verdaute Mett=5 mm; die Fliissigkeit dagegen nur 
3,6 mm. 

Das Extrakt 2, mit 100 ccm Wasser, enthielt 0,175 °/, or- 
ganische Substanz und 0,070°/, NaCl. Es gab bei der Dia- 
lyse so wenig Fallung, daf die letztere nicht aufgesammelt und 





') Infolge eines zufilligen Unwohlseins des Verfassers. 
ry" 
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untersucht werden konnte. Das 8. Extrakt, ebenfalls mit 
100 ccm Wasser, wurde nicht niher untersucht. Beide Ex- 
trakte verdauten Mett rund 3 mm. 

Die Extrakte 4—6, je mit 100 ccm Wasser bereitet, blieben 
2 Tage bei Zimmertemperatur stehen, wobei einige Male tiglich 
umgeschiittelt wurde. Das Ungeléste wurde jedesmal ab- 
filtriert, ausgepreBt und zur neuen Extraktion verwendet. Die 
Filtrate waren immer wasserhell. 

Extrakt 4 mit 0,095°/, festen Stoffen koagulierte Milch 
bei 38° in 86-40 Sekunden und verdaute Mett 5,8—6 mm. 

Extrakt 5 mit 0,085°/, festen Stoffen koagulierte Milch 
in etwa 35 Sekunden. Mett = 5,8—6 mm. 

Extrakt 6 0,0665°/, feste Stoffe. Milchgerinnung in 36 
bis 40 Sekunden. Mett = 5,9—6 mm. 

Die Extrakte 7—10 wurden mit je 150 ccm Wasser unter 
zweitigigem Stehen (wie oben) und natiirlich immer unter 
Toluolzusatz bereitet. 

Extrakt 7 mit 0,0775°/, festen Stoffen. Milchgerinnung 
etwa 30 Sekunden. Mett 6,2 mm. 

Extrakt 8 mit 0,040°/, festen Stoffen. Milchgerinnung 
50 Sekunden. Mett 6—6,2 mm.?) 

Extrakt 9 mit 0,034°/, festen Stoffen. Milchgerinnung 
65 Sekunden, Mett 5,4 mm. 

Extrakt 10 mit 0,027°/, festen Stoffen; Milchgerinnung 
65—70 Sekunden. Mett 4,5 mm. 

Der nach dieser letzten Extraktion zuriickgebliebene Rest 
wurde ausgepreBt. Ein Teil, in Chlorwasserstoffsiure von 
0,2°/, gelést, gab mit gesittigter NaCl-Lésung eine typische 
hyaline Fallung. Der iibrige Rest, im Exsiccator getrocknet, - 
stellte eine graue, hornartige Masse dar, die schwer zu zer- 
reiben war und dann ein blaSgraues Pulver lieferte. Dieses 
Pulver, in 0,2°/, Chlorwasserstoffsiure gelést, verdaute Mett 
3,¢7—3,8 mm. 

In diesem Versuche erhielt ich also mit insgesamt 


1) Die Zahlen 6—6,2 mm fiir die Extrakte 7 und 8 sind vielleicht 
etwas zu hoch, denn die Temperatur im Thermostaten war auf gegen 





39° gestiegen. 
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750 cem Wasser 6 Extrakte, die kriaftig milchkoagulierend 
wirkten und in der Standardkonzentration bei der Mettschen 
Probe 5,4—6, meistens 5,58—6 mm verdauten. Die Wirkung 
schien also sogar ein wenig kriftiger zu sein als die, welche 
Geselschap angegeben hat, nimlich 5,3—5,6 mm; doch ist 
kein zu groBes Gewicht hierauf zu legen, denn die Mettsche 
Probe ist nicht besonders zuverlissig und bei Anwendung von 
verschiedenen KiweiBréhrchen kann man etwas wechselnde Re- 
sultate erhalten. Ich lege also kein besonderes Gewicht darauf, 
ob man ein paar Zehntel Millimeter mehr oder weniger findet; 
das Hauptresultat war jedenfalls, daB man in der angegebenen 
Weise Lésungen erhalten kann, deren organische Substanz un- 
gefihr ebenso kriftig wie das Pekelharingsche Standardpepsin 
wirkte. Die drei ersten und die zwei letzten Extrakte waren, 
wie man ersieht, weniger wirksam, und der zuletzt erhaltene 
ungeléste Riickstand war offenbar ein unreines Gemenge. 

Von einem anderen Rohpepsin wurden nur 1,8 g in Ar- 
beit genommen. Zu den zwei ersten Extraktionen wurden je 
70 und zu der dritten 100 ccm Wasser verwendet. Diese drei 
Extrakte wurden nicht auf Gehalt an festen Stoffen und Starke 
der Enzymwirkung untersucht, indem sie zu einem anderen 
Zwecke benutzt wurden. Zu allen folgenden Extraktionen 
dienten immer je 100ccm. Fiir die Extrakte 4—8 mit 
0,085—0,050°/, festen Stoffen fand ich Mett = 5,8—6 mm; 
fir Extrakt 9 mit 0,040°/, festen Stoffen 5,6 mm, und fiir 
Extrakt 10 mit 0,030°/, festen Stoffen nur 4.6mm. Im 
ganzen wurden also 600 ccm Extrakt mit der Verdauungs- 
kraft des Standardpepsins bereitet, also ein ahnliches Resultat 
wie in dem vorigen Versuche. ' 

Die nun als Beispiele angefiihrten Versuche zeigen also, 
da8 man, nach Entfernen des NaCl und anderer in Wasser 
leichtléslichen Stoffe, durch Extraktion des Restes mit Wasser 
kraftig wirkende Enzymlésungen darstellen kann. Will man 
dieses Verhalten als Methode zur Darstellung von Enzym- 
lésungen benutzen, so ist es natiirlich iiberfliissig, so viele 
Extrakte, wie ich in meinen vorbereitenden Untersuchungen 
gemacht habe, zu bereiten. Man kann natiirlich den, z. B. 
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durch dreimalige Extraktion mit kleinen Wassermengen, von 
NaCl und anderen leichtléslichen Stoffen befreiten Rest direkt 
mit einer gréBeren Wassermenge extrahieren. Dies habe ich 
auch getan. In einem Falle bei Verarbeitung von 3 g Roh- 
pepsin iiberzeugte ich mich erst durch Untersuchung eines 
vierten mit 100 ccm erhaltenen Extraktes, welches 5,6 mm 
verdaute, daB die genannten Verunreinigungen entfernt waren, 
und machte dann auf den Rest ein fiinftes Extrakt mit 
500 ccm Wasser. Nach ein paar Tagen wurde filtriert. Das 
Filtrat enthielt 0,070°/, feste Stoffe, koagulierte Milch bei 35° 
in 40—45 Sekunden und verdaute Mett = 5,8 mm. Der ab- 
filtrierte, ausgepreBte Rest wurde mit neuen 300 ccm ein paar 
Tage extrahiert; 0,030°/, feste Stoffe, Milchgerinnung in 60 
bis 65 Sekunden und Mett 5,8—6mm. Der Rest, mit 200 ccm 
behandelt, gab eine Lésung mit 0,0265°/, festen Stoffen; Milch- 
gerinnung in 100 Sekunden, Mett 4,6 mm. Sowohl das Kx- 
trakt mit 500 wie das folgende mit 300 ccm enthielten also 
in Lésung eine Substanz, die ungefihr ebenso kriftig wie das 
Standardpepsin wirkte. 

Gegen die nun angegebene Methode kann man_natiirlich 
einwenden, daB man nach ihr allerdings verhiltnismiBig reine 
und kriftig wirkende Enzymlésungen, aber kein Enzympriparat 
in fester Form erhilt. Diese Einwendung ist indessen, da 
man immer zuletzt mit Enzymlésungen arbeiten muB, ohne 
wesentlichen Belang. Diese Enzymlésungen kénnen namlich, 
infolge ihrer spiter zu erwihnenden Haltbarkeit, lange Zeit 
mit unverinderter Kraft aufbewahrt werden, und in dem leicht 
darstellbaren Rohpepsin hat man ein Enzympriparat in fester 
Form, welches jahrelang aufbewahrt werden kann, und welches 
man beim Bedarf nur mit Wasser auszulaugen hat. 

Die ersten Extrakte soll man iibrigens nicht wegwerfen, 
denn sie kénnen nach Entfernung des NaCl durch Dialyse 
sehr gut zu verschiedenen Versuchen benutzt werden. Sie 
kénnen auch kriftig wirken, bisweilen nicht nur ebenso kriaftig, 
sondern sogar kriftiger als sehr gute kiufliche Pepsinprapa- 
rate. So erhielt ich z. B. in einem Falle bei der ersten Ex- 
traktion (8 g Pepsin mit 100 ccm Wasser) eine Lésung, die 
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nach der Dialyse und dem Abfiltrieren der ausgefillten hya- 
linen Substanz 5,8 mm verdaute und also ein Enzym, welches 
ebenso kriaftig wie das Standardpepsin wirkte, enthielt. Das 
zweite Extrakt verdaute in diesem Falle 3,6 mm und das dritte 
4mm. Das kriftigste von mir bisher untersuchte kiufliche 
Pepsin verdaute 4 mm. 

Will man aus dem Rohpepsin ein reineres chlornatrium- 
freies Enzym in fester Form erhalten, so braucht man nur 
das mit weniger Wasser ausgewaschene Rohpepsin im Ex- 
siccator zu trocknen. Dies hat aber keinen Vorteil. Das so 
behandelte Pulver ist nimlich, wenigstens wenn man es einige 
Zeit aufbewahrt hat, schwerléslicher in Wasser als die feuchte 
Fallung; und wenn man es in Verdauungssalzsiure list, was 
iibrigens bei Versuchen mit Milch fehlerhaft ist, erhailt man, 
wie zu erwarten war, eine weniger reine und deshalb auch 
weniger kriftig wirkende Lésung. Das Rohpepsin enthilt 
nimlich, wie aus dem ersten als Beispiel angefiihrten Ver- 
suche hervorgeht, mit Wasser nicht oder nur schwer extrahier- 
bare Verunreinigungen. 

Die Menge des zur Darstellung der obengenannten En- 
zymlésungen erforderlichen Wassers hingt natiirlich von der 
Menge des in Arbeit genommenen Rohpepsins und dessen 
Reinheit ab. Das Rohpepsin kann nimlich bei verschiedenen 
Gelegenheiten eine verschiedene Reinheit haben, und die von 
mir zur Darstellung von Enzymlésungen nach dem oben ge- 
nannten Verfahren verwendeten Praparate zeigten regelmibig 
eine Wirkung (auf die organische Substanz bezogen) 
zwischen 4 und 5 mm, nie schwacher als 4mm. Fiir solche 
Praiparate, in einer Menge von 3 g verarbeitet, waren regel- 
miBig drei Extraktionen mit je 100 ccm Wasser hinreichend, 
um das NaCl und andere in Wasser leicht lésliche Verunreini- 
gungen so weit zu entfernen, daf ich Enzymlésungen von etwa 
der obengenannten Wirkung erhielt. Geht man von einem 
reineren Rohpepsin aus, diirfte man vielleicht noch leichter 
kraftig wirkende Lésungen erhalten kénnen; da es aber fir 
mich darauf ankam, zu wissen, ob die Methode auch in solchen 
Fallen, in welchen man mit einem nicht besonders reinen 
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Ausgangsmaterial arbeitet, gute Resultate geben kann, habe 
ich keine Extraktionsversuche mit meinen reinsten Praparaten 
angestellt. 

Nach dem nun angegebenen Verfahren kann man also in 
einfacher Weise Enzymlésungen darstellen, die, nach ihrer 
Wirkung in der Standardkonzentration zu urteilen, ebenso 
rein wie Lésungen von Pekelharings Pepsin sein kénnen. 
Diese Lésungen wirken nicht nur kriftig verdauend, sondern 
auch sehr gut milchkoagulierend. Bei einem Gehalt von 
0,040—0,070°/, festen Stoffen kénnen sie namlich Kuhmilch 
in der Relation 1:10 bei 38°C. in 90—30 Sekunden koagu- 
lieren, und sie wirken also hinreichend kriftig, um verschiedene 
Arten von Untersuchungen zu gestatten. Von Wichtigkeit ist 
es hierbei auch, daB diese Enzymlésungen, wie schon aus der 
Darstellungsmethode hervorgeht, keine freie Chlorwasserstoff- 
siiure enthalten. Es ist also nicht notwendig, sie bei Milch- 
gerinnungsversuchen zu neutralisieren, was von mehreren Seiten 
als ein das Knzym schidigendes Verfahren bezeichnet wird.) 

Die Enzymlésungen reagieren praktisch neutral; wenn 
man sie aber mit einem hinreichend empfindlichen Reagenz- 
papier untersucht, reagieren sie sehr schwach sauer. Dies 
riihrt aber nicht von anwesender freier Séiure her, sondern 
beruht darauf, daB die organische Substanz selbst saure Kigen- 
schaften hat. Dies kénnte nun daher riihren, daB die Protein- 
substanz selbst, wie z. B. das Kasein, sauer reagiert; aber es 
kénnte sich auch um eine EKiweiBchlorwasserstoffverbindung 
handeln. Wenn man eine Lésung von EiweiB in einer Saure 
mit einem Neutralsalz, wie z. B. NaCl, fallt, erhalt man be- 
kanntlich eine Fallung von der Siéureverbindung des frag- 
lichen Eiwei8stoffes, und das Rohpepsin muB wohl also eine 
SiureeiweiBverbindung oder ein Gemenge von solchen sein. 
Ich habe auch gefunden, daB die organische Substanz meiner 
Enzymlésungen chlorhaltig ist, wenn ich auch noch nicht so 
groBe Mengen habe untersuchen kénnen, daB ich den Chlorgehalt 
genau angeben kann. 





‘) Vgl. unter ahderen Michaelis und Rothstein, Bioch. Zs. 
Bd. 105, S. 60 (1920). 
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Ahnliches wie fiir die organische Substanz meiner Enzym- 
lésungen gilt iibrigens auch fiir das Pepsin Pekelharings. 
Dank der groBen Liebenswiirdigkeit der Herren Professoren 
Pekelharing und W. E. Ringer habe ich eine Probe von 
dem Pepsin Pekelharings zur Priifung erhalten und dabei 
gefunden, daB auch dieses Pepsin eine recht stark sauer rea- 
gierende Substanz ist. In Wasser gelést, gibt es auch (in der 
Konzentration 0,1°/,) eine sauer reagierende Lésung. Pekel- 
haring und Ringer’) haben auch gezeigt, daB ihr Pepsin, 
wenn bei seiner Darstellung Chlorwasserstoffsiure benutzt 
wird, stets chlorhaltig ist. 

Meine Enzymlésungen enthalten jedenfalls als Haupt- 
hestandteil einen KiweiBkérper. Sie gerinnen allerdings nicht 
direkt beim Sieden, was ein Vorteil ist, wenn man durch Er- 
hitzen enzymfreie Kontrolle- oder Verdiinnungsfliissigkeiten be- 
reiten will. Bei vorsichtigem Zusatz von verdiinnter Essig- 
siure zu der siedenden Lésung gibt aber diese eine flockige 
Fallung. In derselben Weise verhielt sich auch eine Lésung 
von Pekelharings Pepsin in Wasser (0,1°/,ige Lésung). 
Dagegen werden meine Lésungen nicht von 0,02°/, HCl ge- 
fallt, und dies gilt’ auch fiir mehr konzentrierte Lésungen, 
jedenfalls bis zu 0,3°/, festen Stoffen. Ein anderer Unter- 
schied betrifit die sog. Pekelharingsche Reaktion, die darin 
besteht, daB man bei raschem Erhitzen iiber offener Flamme 
von einer 0,2°/, HCl enthaltenden Pepsinlésung eine Fallung 
erhalt. Meine Enzymlésungen geben allerdings auch diese 
Reaktion, aber nicht in derselben Verdiinnung. Bei der Kon- 
zentration 1:20000 habe ich nie die Reaktion erhalten und 
die Empfindlichkeitsgrenze scheint fiir meine Lésungen zwischen 
1:10000 und 1:20000 zu liegen, wahrend nach einer brief- 
lichen Mitteilung von Prof. Pekelharing die Empfindlich- 
keitsgrenze fiir sein Pepsin, nach Bestimmungen von Ringer, 
bei etwa 1:50000 liegt. Meine Lésungen scheinen also 
irmer an der diese Reaktion gebenden Substanz zu sein. Die 
Trockensubstanz meiner Lésungen liefert iibrigens bei der Ver- 
brennung stets etwas Asche, in der ich Calcium gefunden habe. 





) Vgl. Ringer, Diese Zs. Bd. 95, S. 195 (1915). 
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Die gréBte Bedeutung des von mir ausgearbeiteten Ver- 
fahrens liegt nach meinem Dafiirhalten darin, da8 man nach 
ihm Enzymlésungen darstellen kann, von denen man sicher 
weiB, daB das Enzym nie einer schidigenden Einwirkung von 
Saiure bei Kérpertemperatur ausgesetzt gewesen ist. Nun ist 
es allerdings bisher nicht bewiesen, daB das Schweinsenzym 
bei der iiblichen Darstellung durch Selbstverdauung der 
Schleimhaut geschidigt wird; aber eine solche Moéglichkeit ist 
nicht ausgeschlossen, und man hat, so weit mir bekannt, noch 
keine entscheidenden Untersuchungen hieriiber angestellt. Eine 
solche Schaidigung, wenn sie iiberhaupt vorkommt, wiirde wohl 
in erster Linie die milchkoagulierende Enzymwirkung gelten, 
und einige Beobachtungen, die ich gemacht habe, sprechen in 
der Tat auch dafiir, daB das durch Selbstverdauung der 
Schleimhaut gewonnene Schweinsenzym ein beziiglich der 
Chymosinwirkung geschidigtes Knzym ist. 

Der Mangel an Parallelitit zwischen Pepsin- und Chy- 
mosinwirkung, den ich bei vergleichenden Versuchen mit meinen 
Enzymlésungen und Lésungen von kauflichem Pepsin beobachtet 
hatte, lenkte meine Aufmerksamkeit auf diese Frage; es war 
aber schwer, durch Versuche mit den unreinen, kiuflichen 
Praparaten zu entscheidenden Resultaten zu gelangen. Erst 
nachdem ich von Professor Pekelharing eine Probe von 
seinem reinen Pepsin erhalten hatte, war es mir méglich, diese 
Versuche wieder aufzunehmen, und ich will hier die Resultate 
von zwei solchen orientierenden Versuchen mitteilen. 

Eine Lésung von Pekelharings Pepsin, mit Wasser zu 
0,01°/, verdiinnt, wurde mit einem ebenfalls bis zu 0,01°/, 
verdiinnten Wasserextrakte verglichen. Die Lésung von Pekel- 
harings Pepsin bezeichne ich mit P, und das nach meinem 
Verfahren aus Rohpepsin bereitete Wasserextrakt mit Z. 

Bei der Mettschen Probe verdaute in der Konzentration 
0,01°/, # 7mm und P 7,8 mm, und die Relation der Pepsin- 
wirkung war also: #: P= 1:1,17. 

Die Milchgerinnungsversuche wurden mit Kuhmilch in der 
Relation 1 ccm Enzymlésung auf je 10 ccm Milch bei 38° 
und bei 29° ausgefiihrt. Die Ergebnisse waren die folgenden: 
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E P 
Bei 38°: Feste Gerinnung in 8 Min. Keine Gerinnung in 6 Stdn. 
»~ a ‘ . = a Gerinnung nach 85 Min. 


Die Lésung P in der Konzentration 0,04°/, koagulierte 
die Milch bei 38° in 167—169 Sekunden. In der Verdiinnung 
0,01°/, war sie dagegen bei dieser Temperatur unwirksam, 
wihrend sie bei 29° die Milch in 85 Minuten koagulierte. 
Dies ist also ein Beispiel der zuerst von van Dam!) beobach- 
teten Tatsache, daB eine Enzymlésung, die bei Kérpertempe- 
ratur unwirksam ist, bei einer niedrigeren Temperatur Ge- 
rinnung hervorrufen kann, ein Verhalten, welches van Dam 
durch die Annahme einer gré8eren Empfindlichkeit des Enzyms 
gegen die Hydroxylionen der Milch bei héherer als bei nied- 
rigerer T'emperatur erklirt. Da nun beide Lésungen dieselbe 
Konzentration hatten, und die Lésung P sogar eine etwas 
kriftigere Pepsinwirkung als F zeigte, wihrend die letztere 
nicht so empfindlich gegen die Hydroxylionen der Milch wie 
die Lésung P war, liegt die Annahme nahe zur Hand, daB die 
bedeutend gréBere Empfindlichkeit des Pekelharingschen 
Pepsins gegen Hydroxylionen von einer Schiidigung desselben 
wahrend der Darstellung herriihrte. 

Die milchkoagulierende Wirkung des Schweinsenzyms folgt, 
jedenfalls wenn es sich um verdiinnte Lésungen desselben 
handelt, nicht dem Zeitgesetz, und die Abweichung von dem 
letzteren ist auch bei verschiedenen Temperaturen eine ver- 
schiedene. Aus den in dem vorliegenden Falle bei 29° be- 
obachteten Gerinnungszeiten kann man deshalb auch keine 
sicheren Schliisse beziiglich des relativen Enzymgehalts der 
beiden Enzymlésungen ziehen. Die Relation Z: P war indessen 
= 1,8:1, also ziemlich nahe 2:1. Um dieses Resultat auch 
in anderer Weise zu priifen, machte ich einen Versuch mit 
Milch, die mit CaCl,, welches die Gerinnung auBerordentlich 
stark beschleunigt, versetzt war. Die Relation zwischen En- 
zymlésung und Milch war hierbei 1:5. Bei Gegenwart von 
0,1°/, CaCl, wirkten beide Lésungen bei 38° so rasch koagu- 
herend, da® eine sichere Bestimmung der Gerinnungszeiten 


") Diese Zs. Bd. 64, S. 316 (1910). 
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nicht méglich war. Bei 28° und Milch mit 0,1°/, CaCl, war 
die Gerinnungszeit fir # 20 und fiir P 40 Sekunden und die 
Relation also 2:1. Bei einem Gehalt der Milch von 0,025°/, 
CaCl, wurde bei 28° fiir # 150 und fiir P 330 Sekunden ge- 
funden, und die Relation #:P folglich gleich 2,2: 1. 

Als Mittel wurde also die Relation 2:1 erhalten, und 
wenn man diese Zahl als richtig annehmen kénnte, wiirde man 
folgende Relation fiir die beiden Enzymwirkungen erhalten: 

Fiir die Pepsinwirkung F#: P = 1: 1,17, 
» 99 Chymosinwirkung 2: P = 2:1. 

Selbst wenn diese Zahlen nur annahernd richtig wiren, 
kann nicht von einer Parallelitit der beiden Enzymwirkungen 
die Rede sein. 

Durch mehr umfassende und anders plangelegte Versuche 
mit CaCl,-haltiger Milch kénnte man allerdings die Relation 
der beiden Enzymwirkungen genauer feststellen. Da ich aber 
meinen Vorrat an dem wertvollen Pekelharingschen Pepsin 
fiir andere Untersuchungen sparen wollte, stand ich von der 
Ausfiihrung solcher Versuche ab. Ich habe nur noch einen 
Versuch iiber die Empfindlichkeit der Enzyme gegen gewohn- 
liche Milch bei 38 und 28° angestellt. Zu diesem Versuch 
diente ein anderes Wasserextrakt, welches nur 0,026°/, feste 
Stoffe enthielt und deshalb in den Konzentrationen 0,020, 
0,010 und 0,005°/, mit der Wasserlésung von Pekelharing s 
Pepsin in denselben Konzentrationen verglichen wurde. Die 
Pepsinwirkung in der Standardkonzentration (1: 20000) war 
fir # 4,6 und fiir P 5,8 mm, und die Relation #:P war also 
= 1:1,5. Auf je 10 ccm gewohnliche Milch kam hier, wie 
immer, 1 ccm Enzymlésung, und die Gerinnungszeiten waren 
die folgenden: 


BE P 
Bei 88° 0,02 °', 100 Sekunden Keine Gerinnung in 6 Stdn. 
0,01 330 ” ” ” » 6 5, 
0,005 45 Min., feine Gerinnung rs * sh 
70 ,, fest 
E 
Bei 28° 0,02 °/, 21 Minuten 81 Minuten 
0,01 ” ae 


0,005 2, ae 
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Auch in diesem Versuch war also die Lisung von Pekel- 
harings Pepsin unwirksam bei 38°, wihrend das Extrakt 
hier gut milchkoagulierend wirkte. Selbst in der stirksten 
Verdiinnung, 0,005°/,, erzeugte das Extrakt Gerinnung; aber 
die Wirkung geschah hier nicht nach dem Zeitgesetz, indem 
die Gerinnungszeit zu lang war. Die Gerinnung erfolgte auch 
nicht rasch und wie mit einem Schlage, sondern so langsam, 
daB die Milch erst nach weiteren 25 Minuten ganz fest wurde. 
Bei der niedrigeren Temperatur, 28°, wirkte auch P gut koagu- 
lierend; aber in beiden Lésungen fand eine Abweichung von 
dem Zeitgesetz derart statt, daB — ebenso wie fiir das echte 
Chymosin — die relativen Gerinnungszeiten zu kurz waren.?) 
Kine Parallelitit der zwei Enzymwirkungen war auch in diesem 
Versuch nicht vorhanden, indem die Lésung P eine starkere 
Pepsin-, aber eine schwiichere Chymosinwirkung als das Ex- 
trakt # zeigte. 

Als das wesentlichste Resultat der beiden Versuche be- 
trachte ich das verschiedene Verhalten der in verschiedener 
Weise dargestellten Enzyme zu Milch bei Kérpertemperatur. 
Ks ist natiirlich nicht erlaubt, aus den Versuchen mit nur 
2 Extrakten und der Lésung nur eines Pepsinpraparats weit- 
gehende Schliisse zu ziehen; wenn aber die Annahme van 
Dams, daB die Unwirksamkeit der verdiinnteri Enzymlésungen 
auf Milch bei Kérpertemperatur von einer schidigenden oder 
vernichtenden EKinwirkung der Milchhydroxylionen herrihrt, 
richtig ist, kann man wohl kaum eine einfachere Erklirung 
der obigen Versuchsresultate finden als die, da® das von mir 
gepriifte Pekelharingsche Pepsin eine gréBere Empfindlich- 
keit gegen Hydroxylionen als das Enzym meiner Loésungen 
hatte. Da nun das typische, milchkoagulierende EKnzym des 
Kalbes durch Einwirkung von Verdauungssalzsiure bei Kérper- 
temperatur derart verindert werden kann, daB es Milch bei 
Koérpertemperatur nicht koaguliert, finde ich es recht wahr- 
scheinlich, daB bei der Darstellung des Pepsins durch mehr- 
tigige Digestion der Magenschleimhaut bei einem verhiiltnis- 


1) Vel. den Aufsatz des Verfassers in dieser Zs. Bd. 92, 5. 119 (1914). 
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miBig hohen Séuregrad (0,5°/, HCl) eine Schidigung des En- 
zyms beziiglich seiner Chymosinwirkung stattfindet. Unter 
allen Umstinden fordern die nun mitgeteilten Versuche zu 
fortgesetzten Untersuchungen auf. 

Kine gute Eigenschaft der nach meinem Verfahren dar- 
gestellten Enzymlésungen ist ihre groBe Haltbarkeit. Nach 
der allgemeinen Ansicht soll dies sonst nicht mit den neutralen 
Pepsinlésungen der Fall sein, und Michaelis und Rothstein’) 
fanden sogar, daB ihre verdiinnten Pepsinlésungen schon nach 
eintagigem Aufbewahren gréBere Abweichungen in den Milch- 
gerinnungszeiten von den bei Anwendung von frisch bereiteten 
Lésungen gefundenen zeigten. Meine Enzymlésungen kénnen, 
bei Gegenwart von Toluol, ohne sicher nachweisbare Anderung 
ihrer Wirksamkeit wochen- oder monatelang bei Zimmertem- 
peratur aufbewahrt werden. Als Belege hierfiir mégen folgende 
Beispiele dienen. 

Kine Lésung (mit 0,040°/, festen Stoffen), welche am 
27. Oktober 1921 Milch bei 36° in 160 Sekunden koagulierte 
und (in der Konzentration 0,040°/,) 8 mm Mett verdaute, 
wurde in den folgenden Monaten wiederholt mit Milch gepriift, 
ohne andere Abweichungen zu zeigen als die, welche durch 
Priifung mit verschiedener Milch erklairt werden konnten. 
Nach einem halben Jahre, also am 27. April 1922, war die 
Gerinnungszeit bei 36° 145 Sekunden und die Verdauung 
Mett = 8,2 mm. Eine andere Liésung, mit 0,055°/, festen 
Stoffen, die ebenfalls in meinem Arbeitszimmer aufbewahrt 
worden war, die ich aber vergessen hatte, zeigte nach Anno- 
tationen auf der Flasche am 18. Februar 1921 eine milch- 
koagulierende Wirkung von 90 Sekunden bei 38° und (in der 
obengenannten Konzentration) die Verdauung: Mett = 10 mm. 
1 Jahr spiter, am 18. Februar 1922, koagulierte sie Mulch 
bei 38° in 100 Sekunden und verdaute Mett=11 mm. Am 
18. April, also nach 14 Monaten, war die Milchgerinnung 
105 Sekunden bei 38° und Mett=10,8 mm. Die héheren 
Zahlen fiir Mett nach 12 und 14 Monaten beruhten wahr- 





') A. a. O., Biochem. Zs. Bd. 105, S. 60 (1920). 
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scheinlich darauf, daB ich in neuerer Zeit mit einem besseren 
Thermostaten, der eine mehr konstante, etwas héhere Tempe- 
ratur (38°) hatte, arbeitete. Diese EKnzymlésung war stark 
triibe, wie eine verdiinnte Emulsion, was daher riihrte, dab 
das Toluol wihrend der langén Aufbewahrung emulsioniert 
worden war. Nach Schiitteln mit Ather wurde die Lésung 
wasserklar und sie konnte leicht wasserhell filtriert werden. 
Die obigen Angaben beziehen sich auf die klar filtrierte Fliis- 
sigkeit. 

Die groBe Haltbarkeit meiner Enzymlésungen liegt allem 
Anschein nach daran, daB die Knzymsubstanz eine EKiweib- 
siureverbindung ist. Wenn ich nimlich eine solche Enzym- 
lésung modglichst vorsichtig mit so wenig n/100-NaOH versetzte, 
daB sie fast neutral reagierte, so nahm die EKnzymwirkung 
rasch ab. Nach 24 Stunden war die milchkoagulierende Wir- 
kung bei 38° auf 3/, der urspriinglichen herabgegangen, und 
nach 4 Tagen war die Lésung bei dieser Temperatur voll- 
stindig unwirksam. Das Enzym war jedoch noch nicht zer- 
stért, denn die Liésung wirkte gut auf Milch, die 0,4°/, CaCl, 
enthielt. 

Mein nun beschriebenes Verfahren die Darstellung von 
Enzymlésungen betreffend, kann ich kurz zusammenfassend 
sagen, daB man nach ihm in einfacher Weise, nur durch Ex- 
traktion des Rohpepsins mit Wasser, sehr haltbare Wasser- 
lésungen von Enzym erhalten kann, welches, nach seiner Wirk- 
samkeit zu urteilen, etwa ebenso rein wie das Pekelharingsche 
Pepsin ist und welches nicht durch Einwirkung von Saure bei 
Kérpertemperatur geschidigt worden ist. 

Das Rohpepsin ist sehr leicht darzustellen, wenn man nur 
Schweinemigen in geniigender Menge erhalten kann. Dies ist, 
wie oben bemerkt, mir nicht méglich gewesen, und darum 
habe ich auch nicht die Bedingungen fiir die Gewinnung in 
moglichst groBer Ausbeute von einem kraftig wirkenden Roh- 
pepsin mehr eingehend studieren kénnen. Von Wichtigkeit 
sowohl fiir die Menge wie fiir die Reinheit des Rohpepsins 
scheinen mir aber die Entleerung des Mageninhalts und die 
Reinigung der Magenschleimhaut méglichst bald nach dem 
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Téten der Tiere zu sein. Fir die Reinheit ist es auch wichtig, 
daB man mit vollstindig klar filtrierten Infusionen arbeitet, 
weshalb ich auch, wenn nétig, das Filtrat wiederholt auf die 
Filter zuriickgieBe, bis ich ein vollstindig klares Filtrat er- 
halte. Auch andere Verhiltnisse scheinen von Bedeutung zu 
sein, und wahrend der Monate September bis Dezember habe 
ich weniger gute Resultate als in den Wintermonaten erhalten. 
Die Reinheit und Wirksamkeit des Rohpepsins kénnen also 
wechseln; aber dies scheint fiir die Darstellung der oben- 
genannten Knzymlésungen von wenig Belang zu sein, denn 
man kann, wie oben gezeigt wurde, auch aus weniger reinem 
Rohpepsin gute Enzymliésungen darstellen. 

Es ist bemerkenswert, daB ich nach den verschiedenen, 
in diesem Aufsatz erwaihnten Reinigungsmethoden Pepsin- 
priparate erhalten habe, die bei gelungener Darstellung un- 
gefabr ebenso kraftig wie das Pekelharingsche Pepsin wirkten, 
trotzdem sie untereinander recht verschiedene iuBere Kigen- 
schaften hatten. Die hyaline Substanz hat ganz andere Eigen- 
schaften als das Pepsin Pekelharings und die nach De- 
naturierung der ersteren erhaltenen Produkte haben wiederum 
andere EKigenschaften. Gemeinsam fiir alle ist es jedoch, dal 
sie sich simtlich wie Proteinstoffe verhalten. Dies deutet 
nach meiner Ansicht darauf hin, daB das Pepsin, wie ich es 
bisher erhalten habe, stets eine EnzymeiweiBverbindung gewesen 
ist. Das Pepsin kann bekanntlich von verschiedenen Kiweib- 
stoffen gebunden werden; und wenn die bei seiner Darstellung 
vorhandenen Proteine nicht zu sehr in ihrer Zusammensetzung 
voneinander abweichen, kann es nicht wundernehmen, daB man 
nach verschiedenen Methoden Pepsine von ungefiihr derselben 
Wirksamkeit darstellen kann, trotzdem sie sich wie verschiedene 
Proteinstoffe verhalten. 
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Uber die verschiedene Empfindlichkeit der Magenenzyme von 
Kalb und Schwein gegen Alkalieinwirkung. 
Von 
Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 6, Juni 1922. 


In einem Autsatz ,Die Zerstérung von Lab und Pepsin 
durch Alkali“ haben L. Michaelis und M. Rothstein?) auch 
einen Vergleich der Zerstérung von Lab und Pepsin unter den- 
selben Bedingungen angestellt. Sie fanden dabei, daB die 
Zerstérung des Pepsins durch OH’ in allen Versuchen inner- 
halb der Fehlergrenzen proportional der des Labs erfolgte. 
Ein selbstandiger Verlauf der Zerstérung eines dieser beiden 
Fermente war nicht festzustellen. 

Dieses Resultat steht in dem schiarfsten Widerspruch zu 
den von mir iiber die Wirkung des Alkalis auf die beiden 
Enzymwirkungen erhaltenen Resultaten. In einem im Jahre 
1915 erschienenen Aufsatz?) ,,Uber die verschiedene Empfind- 
lichkeit des Pepsins und des Chymosins gegen Alkali“ habe 
ich nimlich Versuche mitgeteilt, welche zeigen,.daB die Zer- 
stérung des einen Enzyms der des anderen gar nicht pro- 
portional erfolgt. So konnte ich z. B. zeigen, daB man durch 
Kinwirkung von schwachem Alkali wahrend einiger Minuten 
bei Zimmertemperatur die Parallelitit der beiden Enzymwir- 





1) Biochem. Zs. Bd. 105, S. 60 (1920). 
2) Diese Zs. Bd. 94, S. 291 (1915). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 18 
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kungen derart aufheben konnte, daB die labende Wirkung aut }/,, 
die Pepsinwirkung dagegen auf }/,,, herabgesetzt wurde. Das 
Pepsin wurde so ungemein viel leichter als das Chymosin von 
dem Alkali angegriffen, da ich hierauf eine Methode zur 
Darstellung von kraftig labend wirkenden, aber praktisch fast 
peptisch unwirksamen Enzymliésungen habe griinden kénnen. 

Die Resultate von Michaelis und Rothstein auf der 
einen und von mir auf der anderen Seite stehen in so schroffem 
Gegensatz zueinander, da8 man sich unwillkiirlich fragen muB, 
wie es moglich ist, so entgegengesetzte Resultate zu erhalten. 
Die Antwort auf diese Frage ist indessen sehr einfach. Die 
Ursache liegt darin, da8 wir mit ganz verschiedenen Enzymen 
gearbeitet haben. 

Michaelis und Rothstein haben mit einem kiuflichen 
Pepsinpraparat (vom Schwein) gearbeitet, wihrend zu meinen 
Versuchen stets Lisungen von Kalbsmagenenzym verwendet 
wurden. Die letzteren enthalten Pepsin und typisches Chymosin. 
Lésungen von Schweinsmagenenzym enthalten ebenfalls Pepsin; 
aber die milchkoagulierende Wirkung dieser Lésungen riihrt 
nicht von typischem Chymosin, sondern von einer Substanz 
her, welche wie das von Bang als Parachymosin bezeichnete 
Enzym sich verhilt. Das sogenannte Parachymosin hat, wie 
Bang!) schon in seinen, vor mehr als 20 Jahren im hiesigen 
Laboratorium ausgefiihrten Untersuchungen zeigte, eine viel 
geringere Widerstandsfaihigkeit gegen Alkalieinwirkung als das 
Chymosin, und hierin liegt, wie ich unten niher zeigen werde, 
der Grund, warum Michaelis und Rothstein zu ganz anderen 
Resultaten als ich gekommen sind. 

Diese ungleiche Widerstandsfahigkeit des Chymosins und 
des sogenannten Parachymosins gegen Alkali macht sich schon 
geltend bei der Neutralisation des natiirlichen Magensafts oder 
der sauren Infusionen. Schon Pawlow”), welcher mit Hunde- 
magensait, der ebenfalls nicht Chymosin, sondern sogenanntes 
Parachymosin enthilt, arbeitete, lenkte die Aufmerksamkeit auf 
_ die Schwierigkeit, den Saft ohne Zerstérung des Enzyms zu 





1) Pfligers Arch. Bd. 79, S. 425 (1900). 
”) Diese Zs. Bd. 42, 8. 415 (1904). 
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neutralisieren, und diese Schwierigkeit haben auch Michaelis 
und Rothstein in ihrem Aufsatz stark hervorgehoben. Sie 
bezeichnen die Neutralisation eines sauren Magensaftes oder 
einer sauren Lésung von Schweinsmagenenzym als feblerhaft, 
weil man dabei in einer nicht iiberblickbaren und nicht re- 
produzierbaren Weise einen Teil des Labferments zerstért. 
Dies kommt daher, da8 das Ferment auch durch die gering- 
fiigigste alkalische Reaktion mit ungeheurer Geschwindigkeit 
zerstért wird. 

- Diese groBe Gefahr einer teilweisen Zerstérung des milch- 
koagulierenden Enzyms existiert nach meiner Erfahrung nicht, 
wenn es sich um echtes Chymosin handelt. Seit mehr als 
50 Jahren wiederholt mit Untersuchungen auf diesem Gebiet 
beschiftigt, habe ich Hunderte von Kalbsmageninfusionen mit 
Natronlauge neutralisiert und dabei in besonderen Versuchen 
gefunden, daB, wenn man nicht absichtlich fehlerhaft arbeitet, 
keine Gefahr fiir eine sicher nachweisbare Zerstérung des 
Enzyms vorliegt. Dies riihrt von der verhiltnismaiBig gro8en 
Resistenz des Kalbschymosins gegen Alkali her; und der Zweck 
der vorliegenden Untersuchungen ist auch der, den groSen 
Unterschied zu zeigen, welcher beziiglich des Verhaltens zu 
Alkali zwischen dem Kalbschymosin auf der einen Seite und 
dem Pepsin sowohl vom Kalb wie Schwein auf der anderen 
besteht. Zu dem Ende wurden Loésungen von Kalbs- und 
Schweinsenzym von meistens annaihernd derselben Konzentration 
gleichzeitig mit derselben Menge Alkali behandelt und nach 
erfoleter Neutralisation hinsichtlich sowohl der Chymosin- wie 
der Pepsinwirkung gepriift. 

Zu den Versuchen dienten nie Infusionen oder Lésungen 
von kiuflichen Priparaten, sondern immer méoglichst reine, 
stoffarme, aber kraftig wirkende Lisungen von nie durch kom- 
binierte Siiure- und Wirmewirkung denaturiertem oder ge- 
schidigtem Enzym. Die Lésungen von Schweinsenzym waren 
alle nach dem in dem niichst vorhergehenden Aufsatz beschrie- 
benen Verfahren erhalten. Ihr Gehalt an festen Stoffen 
schwankte in den verschiedenen Versuchen zwischen 0,043 und 
0,064 °/,. 
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Die Darstellung der Lésungen von Kalbsenzym geschah 
immer nach der von mir in einem friiheren Aufsatz) beschrie- 
benen Neutralisationsmethode. Die Fallung, welche man durch 
Neutralisation einer sauren, klar filtrierten Kalbsmageninfusion 
erhilt, wird abzentrifugiert, mit wenig Wasser gewaschen und 
dann mit einer gréBeren Wassermenge bei Zimmertemperatur 
extrahiert. Die neutral reagierenden Lisungen waren stets 
wasserhell und hatten einen Gehalt an festen Stoffen von 
0,043—0,056°/,. Nur in einem Versuch wurde eine durch 
Verdiinnung bis auf 0,015°/, erhaltene schwichere Liésung 
verwendet. Auch diese Lisungen enthalten — jedenfalls als 
Hauptbestandteil — eine Proteinsubstanz, die aber schwacher 
sauer reagiert als das Schweinsenzym meiner Lisungen oder 
das Pekelharingsche Pepsin. 

Die Alkalisierung der Enzymliésungen geschah immer bei 
Zimmertemperatur durch Zusatz von 2 ccm n/10-Natronlauge 
auf je 100 ccm Enzymlisung. Dagegen wurde die Zeit der 
Einwirkung variiert, wie die Versuche niher zeigen. Nach 
Verlauf von dieser Zeit wurde wieder neutralisiert, wobei, der 
Sicherheit wegen, immer auf je 1 ccm n/10-Lauge 1,1 ccm 
n/10-Chlorwasserstoffsiure zugesetzt wurde. Lin so kleiner 
SiureiiberschuB iibt nimlich keine stirende Wirkung aus. 

Durch den Zusatz von Alkali und darauffolgende Neu- 
tralisation mit Séure wird das Volumen der Lisung von 100 ccm 
auf rund 104 ccm vermehrt. Diese Verdiinnung ist, ebenso 
wie die kleine neugebildete NaCl-Menge, ohne Belang. Fiir 
die Versuchsresultate ist es jedenfalls, soweit ich habe finden 
kinnen, ganz gleichgiiltig, ob man die nicht alkalisierte Ver- 
sleichslisung auf denselben Verdiinnungsgrad und NaCl-Gehalt 
bringt oder nicht. 

Die vergleichende Bestimmung der Chymosinwirkung in 
der alkalisierten und nicht alkalisierten Lésung ist fiir die 
Kalbsenzymlésungen sehr einfach. Die Zerstérung des Chy- 
mosins geschieht naimlich hier in so geringem Umfang, daf8 
die alkalisierte Lisung fortwahrend Kuhmilch in der Relation 





1) Diese Zs. Bd. 94, S. 291 (1915). 
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1:10 ccm bei Koérpertemperatur sehr gut koaguliert. Da nun 
ferner das Kalbschymosin auch in den hier vorkommenden 
Verdiinnungen dem Zeitgesetz gut folgt, kann man, wenn die 
Bestimmungen bei verschiedenen Temperaturen miteinander 
iibereinstimmen, einfach nach dem Zeitgesetz die relativen 
Chymosinmengen berechnen. 

Anders liegen die Verhiltnisse fiir die Lésungen von 
Schweinsenzym. Die Herabsetzung der milchkoagulierenden 
Fahigkeit ist nimlich hier so bedeutend, daB die alkalisierte 
Lésung gewdhnliche Kuhmilch weder bei Kérpertemperatur, 
noch bei niedrigeren Temperaturen koaguliert. Versuche mit 
gewohnlicher Milch waren also hier ausgeschlossen. Infolge 
der auBerordentlich stark gerinnungsbeschleunigenden Wirkung 
des CaCl, habe ich deshalb mit CaCl,-haltiger Milch gearbeitet, 
und da das vorherige Kochen der Milch in diesem Fall nicht 
stérend wirkt, habe ich zu diesen Versuchen gekochte, nach 
dem Erkalten mit 10°/, iger CaCl,-Lésung versetzte Milch ver- 
wendet. 

Es ist natiirlich, daB sowohl der Gehalt der Milch an 
CaCl, wie die Relation zwischen solcher Milch und Enzym- 
lésung einen groBen EinfluB auf die Gerinnungszeit ausiiben 
miissen. Nun habe ich gefunden, da8 meine Schweinsenzym- 
lésungen sogar in noch stirkerer Verdiinnung als 1: 1000000 
bei 38° Milch mit 0,4°/, CaCl, in der Relation 1 com Enzym- 
lésung und 5ccm Milch in weniger als 10 Minuten fest koagu- 
lieren kénnen; und da ich mit Milch von anderem CaCl,-Gehalt 
und in anderen Relationen keine besseren Resultate erhalten 
habe, bin ich immer bei der obigen Relation 1:5 und fast 
immer bei einem CaCl,-Gehalt von 0,4°/, stehen geblieben. 

Bei Anwendung von CaCl,-haltiger Milch folgt die Ge- 
rinnung, im Gegensatz zu dem Verhalten in Versuchen mit 
gewohnlicher Milch und verdiinnten Schweinsenzymlésungen, 
rascher bei héherer als bei niedrigerer Temperatur, und des- 
halb habe ich meistens bei 88° gearbeitet. Bei Gegenwart 
von CaCl, in der Milch folgt die Gerinnung allerdings dem 
Zeitgesetz viel besser als bei Abwesenheit von solchem Salz, 
aber in Versuchen mit so kleinen Enzymmengen wie die, welche 
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in den alkalisierten Lésungen noch vorhanden sind, kiénnen 
jedoch zu groBe Abweichungen von diesem Gesetz vorkommen. 
Bei verschiedenen Temperaturen kann man auch, wie ich in 
Versuchen bei 38, 29—30° und bei Zimmertemperatur, 16—17°, 
fand, mit derselben CaCl,-Milch und denselben 2 Enzymlisungen 
eine ungleiche Relation der Gerinnungszeiten finden. Nach 
dem Zeitgesetz konnte ich also, selbst bei Anwendung von 
CaCl,-Milch, nicht den relativen Enzymgehalt der alkalisierten 
und der nicht alkalisierten Schweinsenzymlisung berechnen. 

Ich wahlte deshalb ein anderes Verfahren, welches auf 
demselben Prinzip wie das von Michaelis und Rothstein 
in ihren Versuchen verwendete beruht. Ich machte also eine 
Reihe von Verdiinnungen der nicht alkalisierten Lisung, um 
zu finden, welche Verdiinnung der Enzymwirkung der alkalisierten 
Lésung am besten entsprach. 

Als Verdiinnungsfliissigkeit habe ich sowohl Wasser wie 
die in verschiedener Weise unwirksam gemachte, urspriingliche 
Knzymlésung verwendet, und zwar in der Absicht, zu priifen. 
ob durch die Alkalisierung vielleicht Hemmungsstoffe gebildet 
werden, welche die herabgesetzte Wirkung der alkalisierten 
Lisungen bedingen kénnten. Die Vernichtung der Enzym- 
wirkung kann durch Erhitzen leicht geschehen. Meistens habe 
ich jedoch die Enzymlisungen in der Weise unwirksam gemacht. 
daB ich eine gréBere Portion der urspriinglichen Enzymlésung 
in gewohnlicher Weise mit 2 ccm n/10-Lauge auf je 100 ccm 
alkalisierte und dann 24 Stunden oder linger stehen lied, 
bevor ich mit Siure wie oben neutralisierte. Die Schweins- 
enzymlésungen werden beziiglich sowohl der Pepsin- wie der 
Chymosinwirkung in viel kiirzerer Zeit unwirksam. Anders 
verhalten sich dagegen die Lésungen von Kalbsenzym. Infolge 
der groBen Widerstandsfihigkeit des Chymosins gegen Alkaliein- 
wirkung kann es sich ereignen, daf eine Kalbsenzymlisung 
selbst nach 48-stiindiger Einwirkung des Alkalis zwar auf ge- 
wohnliche Milch unwirksam ist, aber CaCl,-Milch noch recht 
gut bei 38° koaguliert. Fiir die Versuche mit Kalbsmagen- 
enzym ist dies natiirlich ohne Bedeutung. In den Gerinnungs- 
versuchen mit Milch kommt niimlich bier keine Verdiinnung 
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vor, und durch langdauernde Alkalieinwirkung wird das Pepsin 
der Kalbsenzymlésung so vernichtet, daB die letztere sehr gut 
als Verdiinnungsfliissigkeit brauchbar ist. 

Nun habe ich Versuche mit diesen drei verschiedenen Ver- 
diinnungsfliissigkeiten gemacht und dabei gefunden, daB es fiir 
die Gerinnungsversuche ziemlich gleichgiiltig ist, ob man die 
eine oder die andere benutzt. Am richtigsten ist es aber, 
mit derselben unwirksam gemachten Enzymlisung zu verdiinnen, 
und deshalb habe ich auch nur in wenigen Fallen, des Ver- 
gleichs halber, in demselben Versuche sowohl Wasser wie un- 
wirksame Enzymlésung als Verdiinnungsfliissigkeit verwendet. 
In keinem Versuche habe ich es aber unterlassen, mit unwirk- 
samer Enzymlésung zu verdiinnen, meistens mit solcher, die 
durch Alkalieinwirkung enzymfrei gemacht worden war. 

Die Pepsinwirkung wird sowohl in den Kalbs- wie in den 
Schweinsenzymlésungen so stark herabgesetzt, da8 man in 
beiden Fallen nach demselben Prinzip, namlich durch Ver- 
gleich der alkalisierten Enzymlésung mit einer Reihe von 
Lisungen, welche verschiedene, bekannte Verdiinnungsgrade der 
nicht alkalisierten Liésung repriésentieren, arbeiten kann. Da 
die Enzymlésungen stets Kiwei8 enthalten, war es prinzipiell 
wichtig, in den Pepsinbestimmungsversuchen als Verdiinnungs- 
fliissigkeit die entsprechende eiweiBhaltige, unwirksame Enzym- 
lésung zu verwenden. Infolge des geringen Eiweibgehalts der 
Enzymlésungen war der Unterschied, wie besondere Versuche 
zeigten, allerdings nicht so gro8 bei Anwendung von Wasser 
statt unwirksamer Enzymlésung, da8 er auf das Hauptresultat 
stérend einwirkte; aber ein merkbarer Unterschied lieB sich 
doch zeigen, und aus dem Grunde kam auch hier in jedem 
Versuche die Verdiinnung mit unwirksamer Enzymlésung zur 
Verwendung. 

Die Mettsche Methode war hier unbrauchbar zur Be- 
stimmung der relativen Pepsinmengen. Die letzteren waren 
nimlich sowohl in den Schweins- wie in den Kalbsenzym- 
lésungen nach der Alkalisierung so klein, daB diese Probe 
immer (in 24 Stunden bei 38°) negativ ausfiel. Auch ein paar 
andere Methoden, die ich versuchte, fiihrten nicht zum Ziele, 





a 


se epcerncnead mainte DNadinahidis STs deb cage sbe ds oatip pt peenegte 2 ow 


— 
aS. Ta 


8 px 


A echans sera 
ee 


ee 


Peer aes 
cance beet 








Greenasteii® Ae wiimote mdm: tame gr ca ae’ p- Ree ene a ms 3 
SEER ee ies Oa BOPP a a 
ez ptt, GE as aie ha aN Paaeer, ont te Ste ea ‘ 
aes om 


oo 


cae 
Sand ey 


i 
i 
i 


re 
By 








268 Olot Hammarsten, 


indem die Pepsinmengen so klein waren, daB die Verdauung 
zu langsam verlief. Die einzige Methode, die ich brauchen 
konnte, war die mit Carminfibrin. Ich benutzte ein trockenes, 
staubférmig feines Carminfibrin, welches vor der Anwendung 
immer mit Wasser aufgekocht wurde, um etwa vorhandene 
Enzyme zu zerstéren. Darauf wurde es durch Dekantation 
mit Wasser von ausgelistem Farbstoff befreit, dann kurze Zeit 
mit 0,1°/, HCl behandelt, abfiltriert und zuletzt zwischen 
Filtrierpapier ausgepreBt. Von dem so erhaltenen lockeren 
Pulver konnten leicht gleich grobe Mengen abgemessen werden, 
so daB samtliche Proben dieselbe Fibrinmenge enthielten. 
Durch das Kochen mit Wasser wird das Fibrin bei Zimmer- 
temperatur etwas schwerldslicher in Pepsinchlorwasserstoff- 
siure als das nicht gekochte, es war aber viel leichter léslich 
als das von mir in friiheren Versuchen benutzte, gekochte, 
nicht fein verteilte Fibrin. Diese geringere Lislichkeit gegen- 
iiber dem ungekochten Fibrin hinderte indessen nicht einen 
guten Vergleich. Infolge der etwas langsamen Verdauung war 
es bei dem Vergleich mit der Kontrollprobe mit Siure und 
Fibrin leicht zu sehen, ob eine Verdauung in der einen Probe 
wesentlich friiher als in einer anderen begann, und ebenfalls 
leicht, die Farbenveriinderungen wihrend der fortlaufenden 
Verdauung zu beobachten. Nur in den staérksten Verdiinnungen 
mit iuBerst kleinen Pepsinmengen war die Entscheidung bisweilen 
schwer, indem naimlich die Siure auch in der Kontrollprobe 
etwas Farbstoff herauslést und eine gelbgefarbte Liésung gibt. 
Diese gelbe Farbe gab mit der schwachen Carminfarbe in den 
Verdauungsproben eine Mischfarbe, welche bisweilen Schwierig- 
keiten verursachte. 

Bei den hier in Frage kommenden, starksten Verdiin- 
nungen kann es iibrigens fiir die relativen Bestimmungen nur 
um ungefihre Werte sich handeln, die fiir die vorliegende 
Aufgabe villig geniigend sind. Es handelt sich namlich hier 
nicht um feinere Abstufungen in der Enzymwirkung, wie z. B. 
bei einem genauen Studium der Parallelitit der Pepsin- und 
Chymosinwirkung. Die Unterschiede in der Pepsinwirkung 
vor und nach der Alkalisierung sind namlich hier so héchst 
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bedeutend, daB auch nur ungefihre Werte vollig beweisend 
sind. 

Dies wird am besten aus den folgenden Versuchen hervor- 
gehen, uad da diese recht umstindlich sind, kann ich nicht 
alle hier ausfiihrlich wiedergeben. Sie sind alle nach dem- 
selben Schema ausgefiihrt worden, und es diirfte wohl deshalb 
auch geniigend sein, nur einen Versuch ausfihrlich anzufiihren 
und beziiglich der iibrigen nur die nétigen Daten neben den 
Resultaten mitzuteilen. Ich gehe also zu den Versuchen iiber 
und bezeichne dabei als Versuch 1 nicht denjenigen, welcher 
der Zeitfolge nach der erste war, sondern einen von denen, 
welche die Versuchsanordnung am ausfihrlichsten zeigen. 

Versuch 1. Die Schweinsenzymlésung, als S bezeichnet, 
enthielt 0,064 °/, und die Kalbsenzymlésung = K 0,041 °/, 
feste Stoffe. Die Bezeichnungen S und K gelten auch fir 
alle folgenden Versuche. 


Milchgerinnung (wie in allen Versuchen mit normaler Milch in 
der Relation 1: 10). 
bei 38°: S als Mittel 33 Sekunden 
a a ee 
Pepsinverdauung bei 38—38,5°. 
Mett: S= 14mm 
» A= 5mm 

Wenn die Linge der verdauten EiweiBsiule an jedem Ende 
des Rohres mehr als 4 mm betrigt, gibt die Mettsche Probe 
fehlerhafte, und zwar zu niedrige, Werte fiir den Pepsingehalt. 
Der Wert 14 mm gibt also einen zu niedrigen Pepsingehalt 
an. Wenn man aber trotzdem mit diesem Werte rechnet, er- 
halt man folgende Relationen: 

‘fiir die Chymosinwirkung S: K = 1,7:1 
Pepsinwirkung S: K = 7,8: 1. 

Beide Enzymwirkungen waren also in der Schweinsenzym- 
lésung kraftiger und dies gilt insbesondere fiir die Pepsin- 
wirkung. 

Die Aikalisierung mit je 1 ccm n/10-Lauge auf je 50ccm 
dauerte fiir § wihrend 2 und fiir K waihrend 8 Minuten. Die 
alkalisierten und dann neutralisierten Lésungen wurden hier, 
wie in allen folgenden Versuchen, als SA und KA bezeichnet. 
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Bei der Mettschen Probe waren nun diese beiden Li- 
sungen unwirksam. 


Gerinnungsversuche mit gewéhnlicher Milch: 
bei 38°: S = 50 Sekunden SA keine Gerinnung in 6 Stunden, 


» 388°: K = 65 “ K A = 135 Sekunden: Relation 2,1: 1, 
» 30°: S= 6Minuten. SA keine Gerinnung in 6 Stunden, 
9 were ee SG KA = 8 Minuten: Relation 1,6: 1. 


Die Gerinnung bei 30° ging in Ubereinstimmung mit 
friiheren Beobachtungen?) in der enzymirmeren Lisung K 4 
relativ etwas rascher; und da die bei 38°C. gefundene Relation 
richtiger ist, wurde die Relation K:KA=2:1 gesetzt. Die 
Enzymwirkung in der Kalbenzymlésung war also durch Alkali- 
sieren wihrend 8 Minuten nur auf die Hialfte herabgesetzt, 
wahrend die Schweinsenzymlésung schon durch Alkalisierung 
wiihrend 2 Minuten unter den obengenannten Versuchsbedin- 
gungen unwirksam war. 

Als Verdiinnungsfliissigkeit diente zu den folgenden Proben 
in diesem Versuche mit den Liésungen SA und KA die ent- 
sprechenden, wihrend 48 Stunden alkalisierten und dann neu- 
tralisierten Enzymlésungen S und XK. Der Kontrolle halber 
wurden auch Versuchsreihen mit Wasser angeordnet. Die 
letzteren sind mit W und die mit unwirksamer Enzymlisung 
angeordneten mit / bezeichnet. 

Gerinnungsversuche mit $4 und Milch, die 0,4 °/, CaCl, 
enthielt, in der Relation: Enzymlésung zu Milch = 1:5 er- 
gaben, daB alle Verdiinnungen von 8S, mit sei es /# oder I, 
die weniger stark als 1/,,.. waren, viel kriftiger als $4 wirkten. 
Ks wurde deshalb S mit bzw. # und W 2u bzw. Yio) = @: 
e000 = 2 2 {e000 = ¢ UNA "Jano, = @ verdinnt. Die bei 38° C. 
gefundenen Gerinnungszeiten waren fiir: 


SA a b ec d 
8 Min. Reihe EF 4 Min. 6 Min. 7 Min. 9 Min. 
Sy » W 3h 4's 5, 6, 7 


Der Unterschied zwischen den zwei Reihen ist, wie man 
ersieht, kein zu bedeutender, und da ich in anderen Versuchen 
gar keinen Unterschied in Parallelversuchen mit Wasser und 


1) Vgl. meinen Aufsatz in dieser Zs. Bd. 92, 8. 119 (1914). 
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unwirksamer Enzymlésung erhalten hatte, fand ich es wahr- 
scheinlich, daS der Enzymgehalt in SA ungefihr gegen 1/,,,, 
von der urspriinglichen war. 

Nachdem die Lisung 8A und die Verdiinnungsflissigkeit / 
3 Tage beiZimmertemperatur (mit Toluol) gestanden hatten, machte 
ich einen neuen Versuch mit anderer Milch, aber nur mit der 
Verdiinnungsfliissigkeit # in den oben angegebenen Verdiin- 
nungen a,b,c,d und e (= 1/,,,,). Die Gerinnungszeiten bei 
38° waren mit dieser Milch (0,4°/, CaCl,). 

SA a b c d e 

7 Minuten 3'/, Min. 5'/,Min. 6 Min. 7 Min. 81/, Min. 

Auf Grund dieser Versuchsresultate glaubte ich mich zu 
der SchluBfolgerung berechtigt, da8 die Chymosinwirkung in 
der wihrend 2 Minuten alkalisierten Schweinsenzymlésung auf 
ungefaihr 1/,,, von der urspriinglichen herabgesetzt war. 

Mit der Kalbsenzymlésung wurden natiirlich keine Ver- 
suche dieser Art angestellt, da ich schon in anderer Weise 
gefunden hatte, daB die Chymosinwirkung in dieser Lésung 
nach § Minuten Alkalisierung nur auf }/, der urspriinglichen 
gesunken war. 

Die vergleichenden Versuche der Pepsinwirkung in § und 
SA wurden auch unter Verdiinnung mit Y und W ausgefiihrt. 
Der Gehalt an zugesetzter Chlorwasserstoffsiure war, wie in 
allen meinen Versuchen, 0,1°/, und es wurde natiirlich auch 
eine Kontrollprobe mit Salzsiure allein und mit Fibrin an- 
geordnet. Die orientierende Untersuchung zeigte auch hier, 
daB alle Verdiinnungen, die schwiacher als 1/,,,. waren, be- 
deutend kriftiger verdauend als SA wirkten; und deshalb 
wurden auch hier dieselben Verdiinnungen a ='/,,.5, 8 = YVooo0: 
c=1/,), und d = 1/,,,, von den Reihen # und WV bei Zimmer- 
temperatur mit SA verglichen. Das Ergebnis war, daB a, b 
und ¢ besser als Sd verdauten, wihrend zwischen d und § 4 
kein ganz sicherer Unterschied zu sehen war. Alle Proben 
der Reihe W verdauten ein wenig kraftiger als die Proben 
der Reihe #; der Unterschied war aber sehr klein, und d, 
Reihe W (*/4o9), verdaute allerdings ein wenig starker als 
SA, kam aber naher an SA als an c, Reihe £ ('/,,,,). Aus 
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-_ 


dem Grunde wurde SA ungefihr gleich der Verdiinnung 
S  Vooo gesetzt. 

Bei der vergleichenden Pepsinbestimmung in K und KA 
zeigten die orientierenden Versuche, daB so weitgehende Ver- 
diinnungen hier nicht in Frage kommen konnten, und die Ver- 
dauung in KA kam hier der Verdiinnung K 1/,,, (Reihe £) so 
nahe, daB ich keinen Unterschied finden konnte. Die Reihe WV 
verdaute auch hier besser als Reihe #, und W '/,,, folglich 
ein wenig stairker als S$ 4. Die Wirkung der letztgenannten 
Lésung schien mir am besten der Verdiinnung XK ?/,,, (der 
Reihe W) zu entsprechen; infolge der langsamen Verdauung, 
wahrend welcher die Farbe durch die Einwirkung der Siure 
in Rotgelb iiberging, war es mir aber nicht méglich, eine 
sichere Zahl zu finden. Ob man SA gleich § 1/,,, oder */,,, 
setzt, ist iibrigens fiir die Hauptfrage gleichgiiltig, da die 
Chymosinwirkung in KA nur auf !/, gesunken war. Um aber 
nicht eine zu starke Zerstérung des Pepsins anzunehmen, be- 
rechnete ich KA nur = K 1/,,.. 

Das Hauptresultat des Versuches war also, daB die Chymo- 
sinwirkung des Schweinsenzyms auferordentlich viel stirker 
als die des Kalbsenzyms durch das Alkali vermindert wird. 
Im ersten Falle sank sie namlich durch Alkalisierung wahrend 
2 Minuten auf ?/,,,, und im letzteren nach 8 Min. Alkaliein- 
wirkung nur auf ?/, herab. Die Pepsinwirkung wurde in beiden 
Fallen stark herabgesetzt, und in der Lésung von Schweins- 
enzym ging die Vernichtung der einen Enzymwirkung der der 
anderen parallel, wahrend in der Kalbsenzymlésung gar keine 
Parallelitét bestand. Dies sieht man am besten durch folgende 
Ubersicht iiber die Schwichung der beiden Enzymwirkungen 
im Vergleich zu der urspriinglichen Starke. 


Schwein (2 Min.) Kalb (8 Min.) 
Chymosinwirkung 4000 le 
Pepsinwirkung "/s000 "/s00 


Betreffend die nun folgenden Versuche werden nur die 


hauptsichlichsten Data kurz mitgeteilt. 
Versuch 2. Schweinsenzymlésung mit 0,052 und Kalbs- 
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enzymlésung mit 0,055 °/, festen Stoffen. Alkalisierung von § 
wihrend 2 und von KX wahrend 4 Minuten. 
Milchgerinnung bei 38°: S=80Sek.; S.A unwirksam wihrend 6 Stunden, 
» 38°: K=45 , KA= 1008ek. = 2,2:1 
» 30°: S nicht gepriift; S.A unwirksam wihrend 6 Std., 
,, 30°: K=7%Min.; KA = 13—14 Min. =1,8 & 2:1. 
Mett: Vor der Alkalisierung: S = 12 4 13mm; A = 6mm= 4:1. 

Nach ,, i Beide Lésungen unwirksam. 

Verdiinnungsfliissigkeit: die durch Alkalisieren unwirksam 
gemachten Enzymlésungen § und X (Reihen £) und als Kontrolle 
auch Wasser (Reihen /7). Milch mit 0,4°/, CaCl, bei 38° C. 
Die Gerinnungszeiten waren: fiir SA = 13 Min., fir 

S "/ro00 S "/000 S "4000 
Reihe FE 5 Min. 8 Min. 12 Min. 
” Ww 5 ” 1/4 ” 12"/, ” 

Es wurde deshalb SA (13 Min.) als ungefaihr gleich 
S 1/99 (12—127/, Min.) gesetzt. 

Bei der Pepsinbestimmung war weder in den Versuchen 
mit Schweins- noch in den mit Kalbsenzymlésung ein ganz 
sicherer Unterschied in den Verdiinnungsreihen #7 und W zu 
sehen. Die Pepsinwirkung entsprach fiir $A am nichsten der 
Verdiinnung S ?/,,,. und fiir AA der Verdiinnung K = }/,,,. 

Die Abschwiichung der beiden Enzymwirkungen war also: 

Schwein (2 Min.) Kalb (4 Min.) 
Chymosinwirkung */s000 ‘/e.9 
Pepsinwirkung . +) 0 
Versuch 3. Beide Lésungen S und K enthielten 0,045 °/, 
feste Stoffe. Alkalisierung in S 4 und in K 20 Minuten. 
Milchgerinnung bei 38°: S =60Sek.; S.A unwirksam in 6 Stunden, 
,» 38°: K=48 ,, KA= 120Sek. = 28:1, 
, 82°: S nicht gepriift S A unwirksam in 6 Stdn., 
, 32°: K =160Sek.; KA = 420Sek. = 26:1, 
Mett: Vor der Alkalisierung: S = 12mm AK = 5mm = 5,8:1. 
Nach ,, ‘ Beide Lésungen unwirksam. 

Verdiinnungsfliissigkeit: die durch Erhitzen unwirksam ge- 
machten Lésungen. Milch mit 0,4°/, CaCl, bei 38° C. 

SA kam hier am niachsten S }/,,,.’ und dasselbe un- 
gefaihre Verhalten zeigte auch die Pepsinbestimmung. Die 


on Sia Relies TG Oa Cll wo Ne 
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Pepsinbestimmung in KA ergab als Resultat eine Wirkung, 
welche einer Verdiinnung von K 1/,,,—1/.,, entsprach, Es 
wurde, um nicht mit zu starker Verdiinnung zu rechnen, die 
die Zahl K 3/,., als ungefahr richtig angenommen. 

Die Abschwichung der beiden Enzymwirkungen war also: 

Schwein (4 Min.) Kalb (20 Min.) 
Chymosinwirkung | PP 
Pepsinwirkung | : on 

Versuch 4. Um eine stirkere Abschwichung der Enzym- 
wirkung in einer Kalbsenzymlésung zu erzeugen, wurde eine 
bis auf einen Gehalt von 0,015°/, festen Stofien verdiinnte 
Lésung = X in gewohnlicher Weise wihrend 30 Minuten alkali- 
siert = KA, Gleichzeitig wurde eine Schweinsenzymlisung § 
mit der vierfachen Menge von festen Stoffen, nimlich 0,060 °/,, 
wihrend nur 3 Minuten alkalisiert = § A. 

Milchgerinnung bei 38°: S = 40 Sek.; S.A unwirksam in 6 Stunden, 

» 88°:K=80 , KA=8Min, = 6:1, 
» 33°: S nicht gepriift; S.A unwirksam in 6 Stdn., 
» 83°: K=81/, Min; KA = 20 Min. = 5,7:1. 

Mett: Vor der Alkalisierung § 12mm; X ungefahr 1 mm 
aber nicht sicher bestimmbar. Die Relation kann also nicht 
angegeben werden. Nach der Alkalisierung waren beide Lé- 
sungen unwirksam. 

Verdiinnungsfliissigkeit: die durch Alkalisieren unwirksam 
gemachten Lésungen S und K. Milch mit 0,4°/, CaCl, bei 
33—34° C. 

Den Verdiinnungsgrad, welcher in diesem Falle SA ent- 
sprach, konnte ich nicht hinreichend genau feststellen. Der 
Wert lag innerhalb der Grenzen 3/,,.9>—2/aoo9, aber einen be- 
friedigenden Mittelwert konnte ich nicht finden und ich setzte 
deshalb in diesem Falle 84 = § 3/,,,,—"goo9. Fir die Pep- 
sinwirkung fand ich die ungefaihre Zahl=S }/,,,,. Die 
Fibrinverdauung in A 4 und in den dieser Lisung am nachsten 
gleichkommenden Verdiinnungen verlief so langsam, da8 infolge 
der Farbenverinderung durch Einwirkung der Siure (vgl. 
Versuch 1) eine genaue Bestimmung nicht méglich war. Ganz 
sicher ist es indessen, daB die Verdiinnung XK 1/,,, stirker als 
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KA wirkte, und es schien sogar, als wiirde die Verdiinnung 
mehr als }/,,, betragen. Es war mir aber nicht mdglich, dies 
sicher zu entscheiden, was wohl auch kaum befremden kann, 
wenn man bedenkt, daB die Verdiinnung einer Lésung mit 
nur 0,015°/, festen Stoffen auf */,,, eime Loésung von der 
Konzentration 1:4000000 gibt, und daB die festen Stoffe nicht 
ausschlieBlich aus Enzym bestehen konnten. Die Pepsin- 
zerstérung war also unzweifelhaft gréBer als entsprechend der 
Verdiinnung ?/,,,; um aber nicht eine zu hohe Zahl fiir diese 
Zerstérung anzugeben, habe ich KA gleich K !/,,, gesetzt. 
Die Abschwichung der beiden Enzymwirkungen war also: 
Schwein (3 Min.) Kalb (30 Min.) 


Chymosinwirkung 1/000 / 4000 Ie 


Pepsinwirkung /s800 "/eoo 

Die Chymosinwirkung wurde also durch eine Alkaliein- 
wirkung wihrend 30 Minuten in der Kalbsenzymlésung auf 3/, 
und durch eine nur 3 Minuten dauernde Alkaliwirkung in der 
Schweinsenzymlésung auf 1/,,,, oder noch weniger von der ur- 
spriinglichen Wirkung herabgesetzt. Dieser Versuch liefert 
also in noch héherem Grade als die vorigen einen schlagenden 
Beweis fiir die unvergleichlich gréBerere Alkaliempfindlichkeit 
des milchkoagulierenden Enzyms des Schweinemagens als des 
Kalbschymosins. Als weiterer Beweis hierfiir ist auch der fol- 
gende Versuch von Interesse. 

Versuch 5. Hier handelt es sich nur um einen Ver- 
gleich der Chymosinwirkung in zwei Liésungen S und K, die 
durch ein Versehen stirker als sonst alkalisiert wurden. 
Statt 2cem n/10-Lauge auf je 100 ccm wurde in diesem 
Falle diese Alkalimenge auf nur je 50 ccm zugesetzt. Der 
Alkalizusatz war also hier statt 0,008 der doppelte oder 
0,016°/,. Die Lésung § wurde 2 und die Lésung X 10 Mi- 
nuten der Alkaliwirkung ausgesetzt. 

Milchgerinnung bei 37°; § = 85 Sek.; SA unwirksam in 
6 Stunden, 


K = 80 Sek.; KA = 194 Sek. = 24:1. 


29°; § nicht gepriift; 8.4 unwirksam in 6 Stunden. 
K = 10 Min.; KA = 20 Min. = 2:1. 
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Verdiinnungsfliissigkeit war die durch Alkalisieren unwirk- 
sam gemachte Lisung S. Milch mit 0,4°/, CaCl, bei 37° und 
291/,°. Die Gerinnungszeiten waren fiir SA bei 37°= 25 Min. 
und bei 291/,°= 60 Min. Der Enzymgehalt in SA war in 
diesem Falle so klein, daB ich keine genaue Bestimmung 
machen konnte. Da indessen die Lésung § in der Verdiinnung 
1: 10000000 dieselbe CaCl,-Milch bei 37°C. in 12 Min. koa- 
gulierte, war die Enzymmenge in SA offenbar bedeutend 
kleiner und unbestimmbar. Beiliufig mag auch bemerkt 
werden, daB diese Lisung SA Carminfibrin in 48 Stunden 
nicht merkbar verdaute. 

Durch die Alkalieinwirkung war also die Chymosinwirkung 
in der Kalbsenzymlisung auf 1/,, von der urspriinglichen ver- 
mindert worden. In der Schweinsenzymlésung war die En- 
zymmenge unbestimmbar, aber jedenfalls kleiner als 3/,5 900, 
von der urspriinglichen. 

Ich wiirde noch ein paar Versuche mitteilen kénnen, aber 
dies diirfte iiberfliissig sein. Die finf oben mitgeteilten be- 
weisen niamlich hinreichend die, iibrigens schon langst be- 
kannte groBe Alkaliempfindlichkeit des Schweinsenzyms, welche 
in neuester Zeit von Michaelis und Rothstein?) besonders 
studiert wurde; und beziiglich der verhaltnismaBig groBen Al- 
kaliresistenz des Kalbschymosins findet man weitere Beweise 
in einem von mir friiher veréffentlichten Aufsatze.’) 

Die vorliegende Arbeit hatte zur Hauptaufgabe, zu zeigen, 
daB der Widerspruch, welcher zwischen der Arbeit von 
Michaelis und Rothstein auf der einen und von mir aut 
der anderen Seite besteht, seinen Grund darin hat, daB wir 
mit verschiedenen Enzymen gearbeitet haben. Diese Haupt- 
aufgabe ist auch durch die mitgeteilten Versuche gelést 
worden. In meinen Versuchen mit Schweinsenzymlésungen 
ging nimlich die Vernichtung der beiden Enzymwirkungen un- 
gefihr einander parellel, wie in den Versuchen von Michaelis 
und Rothstein, wahrend es in den Kalbsenzymlésungen 





1) Bioch. Zs. Bd. 105, 8. 60 (1920). 
*) Diese Zs. Bd. 94, S. 291 (1915). 
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von einer parallel gehenden Zerstérung der Pepsin- und Chy- | j 
mosinwirkung keine Rede sein kann. 

Meine Versuche mit Schweinsenzymlésungen darf man in- 
dessen nicht besonders hoch schiitzen als Beweise fiir eine 
parallel gehende Vernichtung der beiden Enzymwirkungen. Ab- 
gesehen davon, daB die gefundenen Zahlen nur ungefihre sind, 
leiden namlich die Gerinnungsversuche mit CaCl,-haltiger Milch 
an dem Mangel, da8 sie mit nur einer Ausnahme, nimlich 
Nr. 4 (der iibrigens keine genauen Resultate gab), alle bei 
38° C, ausgefiihrt wurden. Dies vermindert jedenfalls den + 
Wert der gefundenen Zahlen, indem, wie ich erst nach dem La 
Abschlusse dieser Versuche fand, eine alkalisierte Lésung SA 
bei zwei verschiedenen Temperaturen verschiedenen Ver- 
diinnungsgraden der Lésung S entsprechen kann. Als Beleg ae 
hierfiir erlaube ich mir ein Beispiel anzufihren. 

Es handelte sich hier um eine alkalisierte Schweinsenzym- 
lésung SA, die mit CaCl,-haltiger Milch (0,4°/, CaCl,) bei 38° 
und 29°C geprift wurde. Verdiinnungsfliissigkeit war die 
durch Alkalisierung unwirksam gemachte Enzymlésung S. 
Bei 38° C. waren die Gerinnungszeiten fiir SA = 10 Min,, fiir 
S Uoooo % Min., */so99 8 Min. und */,,5, 10 Min. Bei 29° C.: 








SA = 74 Min, § 4/,,,) 26 Min., */,55) 35 Min. und ?/,,., 42 Min. a 
Leider war die Verdiinnungsfliissigkeit und ebenso die Lé- ui 
sung S verbraucht, so da ich keine stiirkeren Verdiinnungen al; 


bei 29° priifen konnte. SA entsprach indessen einer viel J 
stirkeren Verdiinnung bei 29° als bei 38°. Die Pepsin- 
wirkung entsprach am nichsten 7/,,,,. Die Priifung bei 38° 
ergab also eine gute Parallelitiit der beiden Enzymwirkungen, 
was indessen bei 29° gar nicht der Fall war. q 

Um zu priifen, ob es hier um einen Fehler oder eine a 
Zufalligkeit sich gehandelt hatte, machte ich einen neuen ent- . a 
sprechenden Versuch. In diesem Falle entsprach 8A bei im, 
38° C, einer Verdiinnung, die 1/,,,,. betrug, bei 29° C. dagegen | 
einer Verdiinnung, die stiirker als 3/,,,, war. Wenn es bei Fy 
fortgesetzten Untersuchungen sich zeigen wiirde, daB man bei # 
verschiedenen Temperaturen so verschiedene Resultate erhalten od 
kann, sind natiirlich meine Versuche ohne Beweiskraft fiir die 4 

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXI. 19 
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Frage, inwieweit eine Parallelitiit zwischen der Vernichtung 
der beiden Enzymwirkungen in einer Schweinsenzymlisung 
besteht oder nicht. DaB ich nur bei 38° C. und nicht auch bei 
niedrigeren Temperaturen gearbeitet habe, lag wesentlich daran, 
daB ich bei 38° den Gerinnungspunkt viel schirfer beobachten 
konnte. Ubrigens liegt die Frage von dem Verhalten der 
Milch zu den Enzymlésungen bei einem verschiedenen Ca(C\,- 
Gehalt und bei verschiedenen Temperaturen auBerhalb des 
Rahmens dieser Untersuchungen, und ich habe deshalb diese 
Frage bisher nicht niher studiert. 

Fiir die Hauptaufgabe dieser Arbeit ist das nun iiber die 
Einwirkung verschiedener Temperaturen Mitgeteilte ohne Be- 
lang; es zeigt nur, daB der einzige sichere Schluf, den 
man beziiglich der Chymosinwirkung aus meinen Unter- 
suchungen ziehen kann, der ist, daB die Empfindlichkeit der 
Chymosinwirkung gegen Alkali unverhiltnismiBig viel gréBer 
in den Schweins- als in den Kalbsenzymlésungen ist. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht es auch mit Wahr- 
scheinlichkeit hervor, daB auch das Kalbspepsin eine gréBere 
Resistenz als das Schweinspepsin gegen Alkali zeigt. Es ist 
allerdings wahr, daB die Schweinsenzymlésungen viel kraftiger 
verdauend als die Kalbsenzymlésungen wirkten und dement- 
sprechend viel reicher an Pepsin anzusehen sind; und wenn 
eine Schweinsenzymlésung achtmal so viel Pepsin wie die Kalbs- 
enzymlésung enthilt, wiirde also die Verdiinnung ?/,,,, der 
ersteren ungefaihr dieselbe Pepsinmenge wie die Verdiinnung 
‘/4o0 der letzteren enthalten. Aber gerade der Umstand, daf 
die Kalbsenzymlésungen von Anfang an viel pepsinarmer 
waren und trotz der immer mehr langdauernden Alkalieinwirkung 
keine so groBe Abschwichung der Pepsinwirkung zeigten, 
spricht dafiir, daB diese Wirkung in den Kalbsenzymlésungen 
dem Alkali besser als in den Schweinsenzymlisungen wider- 
steht. 

Als ein zweites, ganz sicheres Resultat dieser Unter- 
suchungen betrachte i¢h den in den Kalbsenzymlésungen immer 
beobachteten starken Mangel an Parallelitiit der Enzymwirkun- 
gen, indem nach der Alkalieinwirkung die Chymosinwirkung 
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meistens auf nur etwa 1/,, in einem Falle auf !/,, die Pepsin- 
wirkung dagegen auf 1/,,,—1/,,, von der urspriinglichen herab- 
gesetzt war. 

Wie soll man nnn diese, durch die Wirkung des Alkalis 
stark aufgehobene Parallelitit erkliren? Steht man auf dem 
dualistischen Standpunkte, ist dies natiirlich einfach, denn man 
hat nur zwei Enzyme mit einer verschiedenen Alkaliempfind- 
lichkeit anzunehmen. Von dem unitarischen Standpunkte 
diirfte es dagegen schwer sein, eine befriedigende Erklirung 
zu geben. Der eingige Versuch einer solchen, den ich in der 
Literatur gefunden habe, ist die Annahme, daB die nach 
meinem Verfahren dargestellten Kalbsenzymlésungen Verunreini- 
sungen enthalten sollen, welche die aufgehobene Parallelitat be- 
dingen wiirden. Da diese Verunreinigungen vor der Alkalisie- 
rung nicht hemmend wirken, wiirden also durch das Alkali 
aus ihnen Stoffe gebildet werden, welche nicht die Chymosin- 
wirkung, sondern nur die Pepsinwirkung in saurer Lésung 
hemmen. Nach dieser Hypothese wiirde also das Pepsin nicht 
durch das Alkali zerstért, sondern nur in seiner Wirkung 
durch neugebildete Stoffe verhindert werden. 

Man kann hier davon absehen, dab meine Enzymlésungen 
nach einem neuen Verfahren dargestellt werden, durch welches 
sie von allen durch Neutralisation nicht direkt faillbaren Be- 
standteilen der Kalbsmageninfusionen, auch der schleimigen 
Substanz, die Gewin') als besondere Verunreinigung beob- 
achtet hat, befreit wurden. Man kann nimlich hier dieselbe 
Hinwendung wie gegen das Ausfillen der Enzyme durch Dia- 
lyse oder durch andere Fallungsmittel tiberhaupt machen, die 
namlich, da8 hierbei auch andere Stoffe mit niedergerissen werden 
kénnen. Ich will also die Frage von der Reinheit meiner 
EKnzymlésungen als eine offene lassen und statt dessen die 
Aufmerksamkeit darauf lenken, daB der obige Versuch die 
aufgehobene Parallelitit zu erkliren, auf eine andere Schwie- 
rigkeit stéBt. Dieser Erklirungsversuch setzt naimlich voraus, 
daB das Kalbspepsin durch das Alkali nicht zerstért worden 





') Diese Zs. Bd. 54, S. 32 (1907/08). 
19* 
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ist, was der allgemein herrschenden Ansicht von dem Ver- 
halten des Pepsins zu Alkali widerspricht. 

Nach dieser Ansicht, die auch von Reprisentanten der 
unitarischen Ansicht vertreten wird, ist das Pepsin eine gegen 
Alkali auBerordentlich empfindiiche Substanz. Diese Empfind- 
lichkeit soll so groB sein, daB das Pepsin nach van Dam!) 
sogar durch die Hydroxylionen der Milch bei Kérpertemperatur 
zerstért werden kann. Wegen der groBen Empfindlichkeit des 

epsins gegen Alkali betrachtet man es auch von gewissen 
Seiten sogar als einen Fehler, eine saure Infusion mit einem 
Alkali zu neutralisieren. 

DaB das Kalbspepsin etwas resistenter als das Schweins- 
pepsin gegen Alkali ist, habe ich in dem Vorigen als wahr- 
scheinlich hervorgehoben, und man kénnte vielleicht geneigt 
sein, dies durch die Annahme von Schutzstoffen in den Kalbs- 
enzymlésungen zu erkliren. Dies erklirt aber nicht den 
Mangel an Parallelitét der zwei Enzymwirkungen nach Alkali- 
einwirkung, und sogar in einer Kalbsmageninfusion kann man, 
trotz der schiitzenden Wirkung der reichlichen Eiwei8mengen, 
durch schwache Alkaliwirkung die Pepsinwirkung aufheben. 
Da8B das Kalbspepsin durch Alkali nicht angegriffen und zer- 
stért werden kann, hat auch meines Wissens niemand gezeigt. 
Ebensowenig hat jemand aus einer Kalbsmageninfusion oder 
aus einer Kalbsenzymlésung, deren Pepsinwirkung durch Alkali 
aufgehoben wurde, das Pepsin wiedergewonnen oder die Re- 
aktivierung desselben bewirkt. Mir ist auch, trotz wieder- 
holten Versuchen, nie eine Reaktivierung des Pepsins aus 
alkalisierten Kaibsenzymlésungen gelungen. 

In ihrer oft zitierten Arbeit erklaren auch Michaelis 
und Rothstein, daB das Schweinelab, welches allgemein als 
mit dem Pepsin identisch angesehen wird, durch das Alkali 
irreversibel zerstért wird. Dieser Ansicht von der irrever- 
siblen Zerstérung des Pepsins durch Alkali kann ich, auf 
Grund eigener Erfahrungen, unbedingt beipflichten solange 
niemand das Gegenteil bewiesen hat; und ich mu8 deshalb 





1) Diese Zs. Bd. 64, S. 316 (1910) u. 86, S. 77 (1918). 
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auch fiir das Kalbspepsin eine vernichtende Wirkung des Al- 
kalis annehmen. Die Annahme, dab die Abnahme der Pepsin- 
wirkung in den alkalisierten Kalbsenzymlésungen durch neu- 
gebildete Hemmungsstoffe bedingt sein wiirde, betrachte ich 
also als ebenso unwahrscheinlich wie unbewiesen. Ich erklire 
die schwache Pepsinwirkung durch die schidigende und ver- 
nichtende Wirkung des Alkalis auf das Pepsin. Wenn nun in 
einer Kalbsenzymlésung eine bestimmte Menge Alkali in einer 
gegebenen Zeit die Labwirkung auf ungefahr die Hialfte, die 
Pepsinwirkung dagegen auf Hundertstel von der urspriinglichen 
herabsetzt, kann ich ferner dies nur in der Weise erkliren, 
daB diese Lésung zwei Enzyme enthilt, die eine wesentlich 
verschiedene Resistenz gegen Alkali zeigen. 

Ich mu8 also fortwahrend an der von mir vor 50 Jahren 
ausgesprochenen Ansicht festhalten, da8 der Magen des Saug- 
kalbes ein Knzym — Lab oder Chymosin genannt — enthilt, 
welches nicht mit dem Pepsin identisch ist. Dieses Chymosin 
kommt nicht in den Magen des Schweins und — soweit man 
gegenwirtig weif — auch nicht in den Magen anderer erwach- 
senen Tiere vor. 

Nun kénnen aber auch neutrale Lésungen von den Magen- 
enzymen erwachsener Tiere Milch koagulieren, und wie soll 
man dies erkliren? 

Rakoczy?) hat die Meinung ausgesprochen, daf im Kalbs- 
magen zwei milchkoagulierende Enzyme vorhanden sind, das 
eine ist das Chymosin und das andere das Pepsin. Das erstere 
kann man durch Einwirkung von Siure zerstéren, und die 
milchkoagulierende Wirkung rihrt dann allein von dem Pepsin 
her. Ebenso nimmt die Menge des Chymosins mit dem Alter 
ab, so daB die erwachsenen Tiere nur Pepsin und kein Chy- 
mosin im Magen haben. 

Kine andere Méglichkeit zur Erklirung der doppelten 
Enzymwirkung ist die Annahme von Nencki und Sieber,?) 
daB in dem Magensafte ein Riesenmolekiil enthalten ist, das 
zwei verschiedene Enzymgruppen, von denen die eine Trager 


1) Diese Zs. Bd. 68, S. 421 (1910), 73, S. 453 (1911) u. 84, S. 329 (1913). 
*) Diese Zs. Bd. 32, S. 291 (1901). 
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der Chymosin- und die andere Traiger der Pepsinwirkung ist, 
enthalt. In diesem Falle wire die von mir gefundene schiidi- 
gende Kinwirkung von Siure auf das Chymosin nicht als eine 
volistindige Zerstérung der Chymosingruppe, sondern nur als 
eine Verinderung derselben zur Ahnlichkeit mit der milch- 
koagulierenden Enzymgruppe des Pepsins der erwachsenen 
Tiere aufzufassen. In der Tat hat man ja auch gefunden, 
daB das Kalbsenzym nach der Séurewirkung die Alkali- 
empfindlichkeit des Pepsins angenommen hat. Bei dem Altern 
der Tiere hatte man in diesem Falle nicht ein Verschwinden 
eines besonderen Chymosins, sondern eine allmahliche Um- 
wandlung der milchkoagulierenden Gruppe des groBen Enzym- 
molekiils anzunehmen. 

Fiir eine Wahl zwischen der Ansicht von Rakoczy und 
der von Nencki und Sieber fehlt noch die experimentelle 
Unterlage. Versuche mit durch Selbstverdauung der Schleim- 
haut bei Kérpertemperatur erhaltenem, gereinigtem Kalbs- 
enzym sind bei Priifung dieser Frage natiirlich ausgeschlossen, 
weil solches Enzym wihrend der Darstellung denaturiert oder 
geschiidigt wird. Auch die in der Kialte bereiteten Kalbs- 
mageninfusionen scheinen durch ihren groBen Gehalt an Ei- 
wei und anderen, unbekannten Stoffen zu solchen Unter- 
suchungen nicht gut geeignet zu sein, und Versuche mit ge- 
reinigtem, durch die Darstellung nicht geschaidigtem Kalbs- 
enzym hat man zur Liésung dieser Frage nicht angestellt. 





Bemerkungen zu der Arbeit von E. Knaffi-Lenz: 
Uber Blutsaccharase und iiber antigene Eigenschaften der 
Hefesaccharase.* Zugleich ein weiterer Beitrag zur Frage des 
Auftretens von Saccharase im Blutplasma nach parenteraler 

Zufuhr von Rohrzucker. 
Von 
Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Juni 1922. 


Ks ist offenbar Knaffl-Lenz entgangen, daB die Frage des 
Auftretens von Saccharase im Blutplasma bzw. dessen Vermégen 
Rohrzucker zu spalten, nachdem das genannte Disaccharid 
parenteral zugefiihrt worden ist, von verschiedenen Seiten mit fast 
durchweg negativen Ergebnissen verfolgt worden ist.’) Ich selbst 
habe wiederholt darauf hingewiesen, daB in der iiberwiegenden 
Zahl der Falle die parenterale Zufuhr von Rohrzucker und auch 
von andern einfacheren Polysacchariden nicht zum Auftreten 
von entsprechenden Fermenten im Blutplasma fiihrt.!) Weshalb 
unsere ersten in dieser Richtung liegenden Versuche in der 
gréBten Zahl der Fille im positiven Sinne ausfielen, ist schwer 
zu sagen. Weinland, Réhmann-Kumagai hatten Erfolge im 
Sinne des Auftretens einer neuen Kigensechaft des Blutplasmas 
nach EKinspritzung von Rohrzucker. Wir selbst haben auch immer 
wieder positive Falle kennen gelernt. Die Versuche sind von uns 
immer wieder aus verschiedenen Griinden wiederholt worden — 





') Vergl. die Literatur bei Emil Abderhalden, Die Abderhalden- 
sche Reaktion. 5. Auflage. J. Springer, Berlin 1922, 8S. 64. 
*) Vergl. Emil Abderhalden, Biochem. Zs. Bd. 117, S. 161 (1921). 
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auch an Kaninchen —, ohne daf es bis heute gegliickt wire, 
herauszubekommen, weshalb die meisten Versuchstiere negative 
Ergebnisse geben. 

Merkwiirdigerweise schreibt Knaffl-Lenz: ,,Dieser Be. 
fund (namlich derjenige Weinlands) wurde spiter von Brahm 
nachgepriift, der nur in manchen Fallen ein aktives Serum er- 
hielt, die Bedingungen hierfiir aber nicht feststellen konnte.“ Wes- 
halb Knaffl mich als Autor dieser Arbeit ausschaltet, ist mir 
unklar. Es wird so der Anschein erweckt, als hitte Brahm 
unregelmissige Ergebnisse gehabt und ich regelmifige. 

Knaffl-Lenz erhebt Einwinde gegen die angewandte 
Methode, indem er davon spricht, daB ,,beim Vermischen gleicher 
Teile Serum und Rohzuckerlésung die Anderung der Drehung 
nach 40 Stunden nur wenige Hundertstel von Graden betrigt“. 
Ferner soil die Méglichkeit einer Multirotation nicht ber. zk- 
sichtigt sein. Es soll sich ferner, da die Ablesungstemperatur 
nicht mitgeteilt sei, kein Schlu8 auf die Starke der inver- 
tierenden Substanz ziehen lassen. Dazu ist zu bemerken, daf 
selbstverstandlich viele Kontrollversuche mit Serum plus Rohr- 
zucker vorgenommen worden sind, um zu priifen, ob nicht jedes 
Serum an und fiir sich Rohrzucker veraindert. Anzunehmen, 
daB Serum durch parenterale Zufuhr von Rohrzucker einen 
EinfluB auf dieses Disaccharid im Sinne einer Multirotation 
erhilt, wire gesucht. Es kommt noch hinzu, daB das Drehungs- 
vermégen des Gemisches Serum -++ Rohrzucker fortlaufend ver- 
folgt und fortlaufend Anderungen festgestellt wurden! Wir 
haben ferner die Ergebnisse der optischen Methode durch die 
Feststellung der Zunahme des Reduktionsvermégens kontrolliert 
und gezeigt, daB tatsichlich Serum von Tieren, denen parenteral 
Rohrzucker zugefiihrt worden ist, Rohrzucker spalten kann. 
Das optische Verfahren zeigte, daB das Drehungsvermégen in 
positiven Fallen von rechts nach links verschoben wurde. So 
drehte in den von mir und Brahm!) ausgefiihrten Versuchen 
das Gemisch von Serum + Rohrzucker beispielsweise + 0,44°. 
Nach 23 Stunden wurde eine Drehung von — 0,45° abgelesen. 





') Emil Abderhalden und Carl Brahm, diese Zs. Bd. 64, 
S. 432 (1909). 
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In weiteren, noch nicht veréffentlichten Versuchen sind 
Untersuchungen der folgenden Art vorgenommen worden. Es 
wurde zu Serum von nicht vorbehandelten Tieren Rohrzucker 
zugefiigt. Das Drehungsvermégen des Gemisches wurde, wie 
iiblich, bei 37° verfolgt. Es zeigte sich keine Anderung der 
Anfangsdrehung. Das Serum wurde dann enteiweift (in einigen 
Versuchen wurde die Dialyse verwendet und das Dialysat unter- 
sucht) und im eiweiffreien Filtrat das Reduktionsvermégen 
nach Bertrand festgestellt. Dann wurde ein Teil des Filtrates 
mit Salzsiure erwirmt und dann wiederum festgestellt, wie groB 
das Reduktionsvermégen war. Zum Teil wurden derartige Ver- 
suche auch im Polarisationsrohr angestellt und verfolgt, in 
welchem Umfange Salzsiure bei 37° die Anfangsdrehung be- 
einfluBte. Genau entsprechende Versuche wurden mit Serum 
von Tieren angestellt, denen zuvor parenteral Rohrzucker zu- 
gefiihrt worden war. In den meisten Fallen entsprach das Er- 
gebnis in jeder Hinsicht dem bei jenen Versuchen erhaltenen, bei 
denen keine parenterale Zufuhr von Rohrzucker vorgenommen 
worden war. Dagegen gelang es immer wieder, vereinzelt 
Faille zu beobachten, bei denen alle Versuchsergebnisse mit der 
Annahme iibereinstimmten, da® nach parenteraler Zufuhr von 
Rohrzucker im Blutplasma Saccharase auftreten kann. Immer 
ergab in diesen Fallen das Gemisch Serum + Rohrzucker eine 
Drehung nach rechts. Sie verringerte sich bei 37° immer mehr 
und ging dann in eine Linksdrehung iiber. Ferner zeigte das 
(remisch ein erhéhtes Reduktionsvermégen. Wurde, wie oben 
erwahnt, nach erfolgter EnteiweiBung das eiweiBfreie Filtrat mit 
Salzsiure erwirmt, dann trat nur eine geringe Zunahme des 
Reduktionsvermégens auf, nachdem Serum und Rohrzuckerlésung 
20 Stunden bei 37° aufbewahrt worden waren, wihrend bei Be- 
ginn des Versuches und bei zwischendurch entnommenen Proben 
die Zunahme des Reduktionsvermégens nach erfolgter Hydrolyse 
bedeutend gréBer war. Es konnte auch auf diesem Wege genau 
verfolgt werden, wie mit der Zeit der EKinwirkung des Serums 
auf den Rohrzucker immer mehr von diesem Disaccharid ge- 
spalten wurde, so da die mit Salzsiiure herbeigefihrte Spaltung 
immer weniger Invertzucker lieferte. 
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Die Tatsache, daB nach parenteraler Zufuhr von 
Rohrzucker im Blutplasma Saccharase auftreten kann. 
ist iber jeden Zweifel erhaben sichergestellt, ebenso 
eindeutig ist auch bewiesen, daB es nur ausnahms- 
weise glingt, diesen Zustand zu erzielen. Ich bin selbst 
mit der ganzen Frage noch intensiv beschiftigt und werde, 
sobald weitere Versuche vorliegen, das neue Material ver- 
Offentlichen. 

Knaffl-Lenz hat auch iibersehen, daB wohl niemand 
mehr an eine Neubildung von Saccharase, angeregt durch den 
Reiz des parenteral zugefiihrten Rohrzuckers, denkt.') Ich selbst 
bin der Meinung, daB die im Blute auftretende Saccharase 
aus der Pankreasdriise bzw. den Darmdriisen stammt. Nun : 
hat Knaffl-Lenz selbst nachgewiesen, daB es nicht immer 
gelingt, im Darmkanal Saccharase anzutreffen. Kigene in der 
gleichen Richtung laufende Versuche fiihrten zu dem gleichen 
Befunde. Vielleicht findet sich ein Zusammenhang zwischen 
jenen Fallen, in denen Darmsaccharase anwesend ist und jenen, 
die nach parenteraler Zufuhr von Rohrzucker Saccharase im 
Blutplasma aufweisen. Schon das iiberraschend baldige Auf: 
treten von Rohrzucker spaltenden Kigenschafien im Blutplasma 
weist darauf hin, daB die Saccharase nicht neu entsteht, sondern 
von irgendwoher dem Blute zugefiihrt wird. 

Wir haben selbst eingehende Versuche iiber den EKinfluf 
langdauernder Zufuhr von Rohrzucker in der Nahrung auf 
das Auftreten der Plasma-Saccharase angestellt. Die Ergebnisse 
befriedigten nicht. Auch Versuche der Art, daB lange Zeit 
hindurch Tag fiir Tag Rohrzuckerlésung unter die Haut bzw. 
in die Bauchhohle eingespritzt wurde, hatten bei Hunden, 
Kaninchen und Meerschweinchen keine eindeutigen Resultate. 
Wir dachten auch daran, die Nieren auszuschalten und 
dem Organismus so die Méglichkeit zu nehmen, sich des 
parenteral eingefiihrten Rohrzuckers zu entledigen. Wir ver- 
wandten Cystin und Tyrosin, um die Nierenkanilchen zu ver- 
stopfen. Auch bei dieser Versuchsanordnung waren die Resultate 





1) Vgl. Emil Abderhalden, Biochem. Zs. Bd. 117, 8. 161 (1921). — 
Die Abderhaldensche Reaktion, 5. Auflage, O. Springer, Berlin 1922. 
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wechselnde. Immer war ab und zu ein positives Resultat zu 
erzielen. Auffallend bleibt die Tatsache, daB ganze Reihen 
von Tieren restlos versagen und dann bald vereinzelt, manches 
Mal aber auch in mehreren Fallen zugleich positive Ergebnisse 
erzielt werden. Es scheint, daB das Alter der Tiere etwas 
ausmacht. Junge Tiere ergaben hiufiger, aber auch nicht 
immer positive Resultate. Waren unsere Ergebnisse nicht 
iiber jeden Zweifel erhaben sichergestellt, dann wiren an- 
gesichts der Tatsache, daB die meisten und oft alle unter- 
suchten Tiere versagen, Bedenken durchaus zu begreifen. Der 
Grund, weshalb ich selbst Versuche in dieser Richtung immer 
wieder aufnehme, ist in den wechselnden Ergebnissen begriindet. 
Ks ist von gréBtem Interesse herauszubringen, weshalb Weinland 
und Réhmann-Kumagai und ferner ich mit meinen Mit- 
arbeitern positive Ergebnisse hatte, wihrend ich selbst daneben 
auch negative Befunde in immer gréBerer Zahl zu verzeichnen 
habe. Aufgegeben werden muB der Gedanke, daB eine Neu- 
bildung von Saccharase vorliegt. Die negativen Ergebnisse 
erkliren sich vielleicht dadurch, daB eben im betreffenden 
Organismus keine Saccharase zur Verfiigung steht. Es ist 
aber auch méglich, da bestimmte Bedingungen erfillt sein 
miissen, damit vom Darm aus (bzw. von der Pankreasdriise 
oder den Darmdriischen) Saccharase in wirksamer Form dem 
Blute tibergeben wird. Ich glaube, da8 man in dieser Richtung 
weiterforschen muB. Die Methoden sind gegebene. Die polari- 
metrische Verfolgung der Rohrzuckerspaltung mu8 unter allen 
Umstiinden durch analytische Methoden erginzt werden, um 
so jeden Zweifel zu bannen. 


ee ee ee 

















Refraktometrische und interferometrische Mafanalyse. 


Von 


J. Beéka. 


(Aus dem chemischen Institut der tierdrztlichen Hochschule in Briinn, Tschechoslowakei.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1922. 


De Crinis hat in dieser Zeitschrift eine Methode publi- 
ziert, welche eine Durchfiihrung verschiedener Fallungsanalysen 
mittels des Eintauchrefraktometers gestattet. Aber die Be- 
dingungen, die de Crinis fiir diese Art der Analyse bestimmt 
hat, nimlich die Fallung mit gleichem Gewicht des fallenden 
Mittels, beschranken die allgemeine Anwendung dieser vor- 
ziiglichen Methode. 

Mir ist es gelungen, allgemeine Prinzipien dieser Art der 
Analyse fir verdiinnte Lésungen zu beweisen und dadurch fast 
alle Fallungsanalysen nach analytischen Regeln auszufiihren. 
Das Abwigen der Lésungen habe ich durch Abmessen er- 
setzt; dabei muB man die Korrektion auf spezifisches Gewicht 
nur bei einer Refraktion iiber 25° = 1,33896 beriicksichtigen. 

Da die Bestimmung der Refraktion beim Benutzen des 
Hilfsprismas zum Zeissschen EKintauchrefraktometer auch in 
0,05 ccm der Fliissigkeit méglich ist, ist diese Methode auch 
fir Mikroanalysen geeignet. Nach dem Durchfiihren der 
refraktometrischen MaBanalyse kann das Sediment weiter nach 
analytischen Regeln zum Abwigen gebracht werden. Dadurch 
kann immer die refraktometrische Analyse durch Gewichts- 
anaiyse kontrolliert werden. 

Durch eine Serie von Versuchen, statt derer ich nur Bei- 
spiele einfiihre, kann ich die folgenden Angaben von de Crinis 
bestitigen: 
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I. Bezeichnet man die Differenz zwischen der Refraktion 
einer z°/, igen Lésung (x g der Substanz in 100 g der Liésung) 
und der Refraktion des Liésungsmittels, ist dieselbe xmal 
gréBer als die Differenz zwischen der Refraktion der 1°/, igen 
Lisung und der Refraktion des Lésungsmittels. Diese Differenz 
nennt de Crinis den ,relativen Brechungswert*. 

Die Relation kann zur Berechnung der Konzentration der 
nicht zu konzentrierten einfachen Lésungen benutzt werden: 





(1) cy = R, he R,? 
wo R&., R,, R, die Refraktionen der x°/,-, 1°/,igen Lésung und des 
Wassers bei 17,5° bedeuten. 

Nach dieser Formel berechnete Werte stimmen zwar nicht 
mit den Zahlen, welche Wagner in seinen ‘Tabellen angibt, 
aber der Unterschied verschwindet, wenn man die Wagner- 
schen Zahlen durch das zugehérige spezifische Gewicht 
dividiert : 








g BaCl, -2H,O | Gefundene | g BaCl, -2H,O | Gefundene | Wagners °/,: 
in 100g Refraktion | in 100 cem der] Refraktion |spez. Gewicht 
der Lisung |Gewichts-°/,] 1,33...-Lésung|Wagners®/,| — 1,33320 
130 | 0,25 
),25 5 ).25 68 =. —— | .—_—_ or Fr 
0,25 359 0,25 033 ri 1,00 0,25 
130 | 0,50 
0,50 385 ) See | 
By) 5 0,5( 065 5 1,00 0,50 
. 1,02 
1,00 450 1,02 130 = 180,1] —2— = 1,01 
1,01 
2,04 
2,00 580 2,04 = enone wm SOS 
; 260 = 130,2 i616 ,0 
~ 3,08 
3,00 709 3,08 389 = 180,3 1038 = 8,01 
4,00 843 4.13 522 = 130,4 a = 4,01 














Die Giiltigkeit dieser Berechnungsformel fiir Konzentration 
habe ich auch fiir athyl-, methylalkoholische und 
atherische Lésungen konstatieren kénnen. 

Il. Beim Mischen gleicher Gewichte von 2 Lisungen 
gleicht die resultierende Refraktion dem arithmetischen Durch- 
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schnitt der Refraktionen der gemischten Loésungen. Diese 
Mischungsformel von de Crinis ist nur ein spezieller Fall 
der allgemeinen Relation: 

19 a a R,+obR, 
(2) h, — at b 
wo «a, b Gewichte der Lésungen von Refraktion R, und &, bedeuten. 





4 
é/ 


Diese berechnete Zahl stimmt mit der gefundenen Re- 
fraktion so lange, als keine Molekularverinderung beim Mischen 
entsteht. Die Formel gilt auch fir alkoholische und atherische 
Lésungen. 

Man kann also konstatieren, daB sich die Refraktion beim 
Mischen der verdiinnten Liésungen ebenso wie die Konzentration 
und das spezifische Gewicht verhilt. 

Rechnerisch wird die Formel folgenderweise umformiert: Nehmen 
wir an, daB die Refraktion R, um r gréfer ist als die Refraktion R, 


dann: fF, = R, +7; setzen wir diesen Wert in die Formel 2, dann kommt 
man nach der Ausfiihrung zu diesem Ergebnis: 





( = Ct? 5 7. — 
(3) R, 5 Rh, +7 os 
Im Falle, dab R, = R,, wird Rk, = R,, und wenn RF, um ¢ kleiner 
‘ ; ‘ ; a 
ist, wird 7 negativ sein und: #&, = Rh —r gee 


Zum Beispiel: Es wurden 5 g einer 5°/, igen Kochsalzlésung (5 g 
NaCl in 95 g dest. Wasser) von der Refraktion R, = 1,34199 mit 2g 
dest. Wasser gemischt (Refraktion 1,33320). Gefundene Refraktion der 
so verdiinnten Liésung war 1,33949. 


F 
Berechnet: 2, = 1,33320 + 879-—- 10-5 = 1,83947. 


Bekanntlich wird beim Mischen der Lisungen die resul- 
tierende Konzentration bzw. das spezifische Gewicht nach den 
analogen Formeln berechnet: 

a 


Bt Ey EP ~ ees 


wo K, die berechnete Konzentration, K,, A, die Konzentration der 
Lisung a und 3b, r die Differenz zwischen den beiden deuten. 


s, ist das berechnete spezifische Gewicht nach Mischen der Gewichte a 
und } von Lésungen mit spezifischen Gewichten s, und s,; r ist die 
Differenz zwischen den beiden. 
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III. Entsteht eine Reaktion zwischen den gemischten 
Lésungen, ist die gefundene (reelle) Refraktion eine andere 
als die berechnete (virtuelle). Diese Differenz ist direkt 
proportional der berechneten Konzentration der ent- 
standenen Verbindung. 

De Crinis fand bei den einfachen Fiallungsreaktionen die 
reelle Refraktion immer kleiner als die berechnete und be- 
stimmte die Konstanten bei der Fiallung mit gleichen Ge- 
wichten der Lésungen. Das Prinzip kann ich mit meinen 
Versuchen bestitigen, jedoch weichen die Konstanten bei der ana- 
lytischen Fallung etwas ab. 

Mathematisch kann man diese Relation wie folgt ausdriicken: 


(3a) K,= Fd, 


wo d@ die Differenz zwischen der virtuellen und reellen Refraktion und XK, 
die berechnete Konzentration ist. [A, bezieht sich auf die ganze Menge 
(a + 6) der Fliissigkeiten]: 
6 + 100 
(3b) K = s 

a+b 
y ist das Gewicht der aus ag Lésung ausgefiillten Substanz. Setzen 
wir diesen Wert fiir A, in die Gleichung 3a, kommen wir zur folgenden 
Formel: 





: 1 
(4) g — Foo e (a oe b) ff. d, 
die das Gewicht der ausgefillten Substanz in Gramm angibt. 
100+ 
Der Prozentgehalt der Substanz in der a Lésung ist °/) = e J 


und nach Einsetzen in die vorige Formel bekommt man: 





5) of, BA 2*D 
das heiBt: Die prozentische Menge der aus ag Loésung aus- 
gefillten Substanz ist proportional (7) dem Mischungsgewicht 
(a + 5) und der Differenz d (R, — #,) direkt und der Menge (a) 
der gefallten Lésung indirekt. 

Soll diese a-Liésung durch Auflésen von A g der analysierten Sub- 


stanz bereitet werden, dann li8t sich die prozentische Menge des ge- 
fillten Bestandteils in A nach folgender Formel bestimmen: 





(6) Of ig Ba SES oe. 


A 


Spe oe ae m~cimselpotghenslgnipeartanbiNh ars eran Se agg RM nO ce ~ 
“ 


Sa Se REN ais ap aes.» ge ead ig TERRE het i: 





epi eee Be Meewte Ney 
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Diese allgemeinen Formeln der refraktometrischen Fallungs- 
analyse gewiihren die Arbeit streng nach Vorschriften der ana- 
lytischen Chemie, es ist nur notwendig, die verwendeten Mengen 
der Fliissigkeiten genau abzumessen und die Refraktionen zu 
bestimmen. Dabei ist der Gang der Gewichtsanalyse iiber- 
haupt nicht gestort. 

Die Bestimmung von SO,” und Cl’ habe ich mit Riick- 
sicht auf die Harnanalyse griindlich durchgearbeitet und folgende 
Proportionalititsfaktoren gefunden: 


F112 gesucht S F820 gesucht BaSO, 
F 280 » 80, F 169 » oF 

F 336 : F 280 » NaCl 
F 539 » =o F514 - Ag’ 
F343 , ao, Fiv4 » hel 


Die SO,”-Bestimmung ergibt konstante Resultate, wenn 
man wie folgt arbeitet: 

1. Die Sulfatlésung soll die Konzentration des SO,” 
zwischen 0,1—1,0°/, enthalten. 

2. Die Zugabe von HCl zu der neutralen, nur Alkali- 
metalle enthaltenden Lisung, kann sich zwischen 0,1—3,0°,, 
bewegen. 

3. Die Fallung muf mit etwa n/10-BaCl,-Lésung in einem 
GuB geschehen, bis der UberschuB ein 2—20 maliger ist. 

4. Die Fallung kann hei® aber auch kalt geschehen. 

Fiir Cl-Bestimmungen habe ich folgende Bedingungen 
f estgestellt: 

1. Die Konzentration der Cl’ kann 0,1—2,0°/, ig sein. 

2. Die Zugabe von HNO, soll 0,1—1,0°/, betragen. 

3. Die Fallung soll mit etwa n/10-AgNO, tropfenweise 
geschehen, bis der Uberschu8 hichstens ein 2 maliger ist. 

Zur Ausfiihrung der mikrorefraktometrischen Analyse 
braucht man das Eintauchrefraktometer mit Hilfsprisma und 
Zubehér, weiter trockene Capillaren, Eprouvetten, Pipetten, 
MeBkélbchen und Liésungen zu den MaBanalysen. Die Aus- 
fihrung wird am besten an Beispielen dargestellt. 


1. Es wurde 1,00 g CuSO,-5H,O abgewogen, mit 1 cem konzen- 
trierter HCl angesiiuert und auf 100 g mit destilliertem Wasser gefiillt. 
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Die Refraktion dieser Liésung betrigt 19,00° = 1,33474 bei 17,5°, 
die Refraktion der BaCl,-Lésung betrigt 18,90° = 1,33470, 
die Differenz + = 0,00004. 

In ein trockenes Reagenzglas wurde 0,2 ccm der Cu"-Lésung genau 
abpipettiert (0,0020 g der Substanz entsprechend) und mit 0,80 cem der 
Ba” gefiillt, gut gemischt und nach der Sedimentation (nach 5 Minuten) 
ein Tropfen mit der Capillare zur Bestimmung der Refraktion genommen. 

Gefunden: , = 18,32° = 1,33448. 


0,2 7 
Berechnung: R, = 1,33470 + 4 baa - 10-5 = 1,384708, 


d = 1,334708 — 1,33448 = 0,000228, 
a] ) ae 1 € —6 ‘ 
SO, i —_ ack atlas ° == 31,92 se 
20 cem derselben Lésung gab 0,1864g BaSO, entsprechend 
31,90 °/, SO. 
2. Ein enteiwei8ter Harn (9,90 ccm) wurde mit konzentrierter HCl 
(0,10 cem) angesiiuert und refraktoskepiert: R, = 35,57° = 1,34108. 
1,00 cem wurde in ein trockenes Reagenzglas abpipettiert und mit 
1,00cem BaCl, der Refraktion R, 21,43° = 1,33568 gefillt. Nach der 
Absetzung wurde eine Refraktion PR, 28,35° = 1,33833 gefunden. 


Berechnung: R, = 1,88568-1,05-—--10-$ = 1,338505, 
r = 1,388505 — 1,33833 = 0,000175, 
0/, = 280+2+0,000175 = 0,098 %/, SO,. 
50 ccm Harn, gab mit kaltem BaCl, gefillt, 0,1800 g BaSO, = 
0,123 °/,. 
8. 0,50 eem desselben Harnes wurde mit 1,00 cem BaCl, gefilit. 
Die resultierende Refraktion war R, 26,08° = 1,33746. 


0,5+1,05 
Berechnung: R, = 1,33568 + 540- — 2 ? £1075 = 1,33757. 
b 
d = 1,33757 — 1,33746 = 0,00011, 
y Fy 
/) = 280+ 57 +0,00011 = 0,092 %,. 


Bei der Berechnung, die man bequem mit dem Rechen- 
stabe durchfiibrt, muB man bei #, die Korrektion auf spezi- 
fisches Gewicht nehmen und zwar: fiir 25° des Refraktometers 
1,02 und fiir jede weitere 5° um 0,01 mehr. 

Die gesamte Schwefelséure (Sulfat- und Atherschwefel- 
siure) kann folgenderweise bestimmt werden: 


4. Derselbe Harn wie oben (100 ccm) wurde mit konzentrierter 
HCl (10 cem) gekocht und fast abgedampft, dann auf 100 ccm mit destil- 
liertem Wasser aufgefiillt. 
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Die Refraktion R, war 57,90° = 1,34948. 

0,50 cem wurde mit 1,0 ccm BaCl, (von der Refraktion Ff, 21,43° 
= 1,33568) gefillt. Nach Sedimentieren war die Refraktion R, 33,82° 
= 1,34040. 
1376-1,09-0,5 

1,5°1,02 
d = 1,34058 — 1,34041 = 0,00017, 
1,5 
*), = 280 e 0.5 0200017 — 0,1428 *l. SO,. 


? 


Berechnung: Ff, = 1,33568 + 





-10—5 = 1,34058, 


Bei der gravimetrischen Bestimmung gab 50 ccm des hydrolisierten 
Harnes 0,2090 g BaSO, = 1,1433 °/, SQ,. 
Die Bestimmung von Chloriden geschieht ganz analog: 


5. 49,5 cem Harn wurde mit 0,5 cem konzentrierter HNO, an- 
gesduert. Die Refraktion R, = 37,57° = 1,34181. Die Refraktion von 
AgNO, R, = 20,20° = 1,33520. 

0,50 cem wurde mit 1,50 cem AgNO, tropfenweise gefallt und nach 
dem Durchmischen und Absetzen die Refraktion R, 20,82° = 1,33544 
gefunden. 


661-1,04-0,5 
Berechnung: A, = 1,33520 + 2 , 


2,0 
d = 1,33692 — 1,33544 = 0,00148, 





-10—5 = 1,33692, 


0/, = 280° 75 0,00148 = 1,66°/, NaCl. 

MaBanalytisch verbrauchten 10 ccm desselben Harnes 27,0 ccm 
n/10-Hg(NO,), (nach Votoéek) = 1,59°/, NaCl. 

Also mittels des Refraktometers kann man die Fillungs- 
analysen, wie aus den Beispielen hervorgeht, ziemlich genau 
bestimmen. Studieren wir weiter die Quellen der analytischen 
Fehler: Diese liegen: 1. Im Abwiegen der Substanz. 2. Im 
Abmessen der Lisungen. 3. Im Bestimmen der Refraktionen. 
4, Im Verhiltnisse der Mengen und der Konzentrationen der 
Lésungen. 


Die Fehler sub 1 und 2 sind bei jeder Analyse vor- 
handen, 


Spezifisch fiir die refraktometrische Analyse sind die sub 3 
und 4; die Bestimmung der Refraktion durch das Hintauch- 
refraktometer ]48t sich bei einer kleineren Ubung auf + 0,05° 
durchfihren. Ein Fehler von 0,05° verursacht dann in der 
GréBe d eine Differenz von -0,00002, welcher Fehler sich 
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selbst verstindlich desto mehr geltend macht, je kleiner d 
ist. Der Fehler sub 4 wird desto kleiner sein, je weniger 
die Mengen und Konzentrationen der beniitzten Lésungen 
differieren. 

Der refraktometrische Fehler kann durch prizisere Be- 
stimmung der Refraktion in hervorragender Art vermindert 
werden, wenn man das Interferometer zur Bestimmung der 
Refraktion nimmt. Die Handhabung des Instrumentes ist 
durch Arbeiten von Hirsch, Léwe, Doer und anderen genau 
erklart. 

Mit einem Interferometer kann man in einer 0,5 em-Kammer 
eine Differenz von etwa 17,50° des Eintauchrefraktometers _be- 
stimmen. Bei dieser Kammer entsprechen 4 Trommerteile des Inter- 


ferometers dem 1-10~° der Refraktion und dieses Verhiltnis bleibt 
ziemlich konstant bei verschiedenen Konzentrationen der verglichenen 


ae ; ' ; 
Lésungen: — =j. Die Konstante 7 mu8 man fiir jedes Instrument und 


R 
jede Kammer feststellen. 

Die Messung vollfiihrt man im Vergleiche mit dem Fil- 
lungsmittel (Lésung 5). Man bestimmt also die Differenz J, — J, =), 
(oder wenn J, griSer ist als Ja:J, —Jg=-—j,). Nach der Fallung 
wird der Wert J,—J, =j, (oder wenn J, gré8er ist: J, — J. =—/,) 
notiert. Die allgemeine Gleichung ist 


1 
1 = De — d, a * 
d = ( ) ; 


Setzen wir fir J, = J, +); —— und fiir J. = J, +7, dann be- 


+5 


kommen wir die Formel fiir d bei interferometrischen Fillungsanalysen 


(7) ‘ies 5 is in) - 


a+ J 
I. Ist die GréBe J, gréBer als J;, dann kann J, gréBer, gleich oder 








kleiner sein als J,. Im ersten Falle ist d = lS - in): - , im 


a+b J 
zweiten ist d = /,+ <7 — und im dritten d = (i . oa + i} os 
II. Ist die GréBe J, gleich J,, dann ist bei den Fillungsreaktionen 


J. kleiner als J, und d =i y 


III. Ist die GréBe J, kleiner als 4,, dann ist J, auch kleiner als 


J, und d= (i, a a s) > . 





20* 
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Bei meinem Apparate ist die Relation fiir die 0,5 cm- 
Kammer j = - =4,0 und die Nullage liegt bei dem 


25. Trommelteile. 

Den Gang der interferometrischen Fiallungsanalyse er- 
klaren am besten einige Beispiele: 

1. 0,533 °/,ige H,SO, wurde mit etwa n/10-BaCl,-Lésung in der 


0,5cem-Kammer verglichen. Es wurde eine Differenz von 275 Teilen 
gefunden, j, ist also gleich 250. 

0,50 eem der Siure wurde mit 2,0 cem BaCl, gefillt und nach 
Sedimentation mit BaCl, verglichen und 200 Teile gefunden; /,, ist also 
175. Weil die Ba’*-Lésung eine konzentriertere als die Schwefelsiure 
war, wurde die Berechnung von d nach der Formel 7, III. Form aus- 
cefiihrt: 


al 





250+°0,5 
(179 a ete 
2,5 
2,5 
OB -107-5 = 0,536 "lo ° 
? 


1 
): 771078 = 81,25- 10-5, 


0/, H,SO, = 348 - 31,25 - - 


2. 1,00 cem der 0,533 °/,igen Schwefelsiiure wurde mit destilliertem 
Wasser zu 50cem gefiillt. Berechnete Konzentration dieser Siiure ist 
0,0107 °/,. Die Differenz gegen BaCl,-Lésung waren 618 Trommelteile, 
also j, = 593. 

3,00 cem dieser Siure wurde mit 0,50ccem BaCl, gefallt und nach 
der Sedimentation gegen BaCl, im Interferometer 543 Tr. gefunden: 
also jp = 518. 

593 +3 


1 
. as * es -1075=27- —5 
Berechnung: d = r (s1s 3,5 ) = 2,7-10—5, 


3,9 ; : 
A = 343 7 2,7 “af eg e 10-5 = 0,0111 °lo H,SO,. 





8. 1,00 g Na,SO, wurde mit 1,0 ccm konzentrierter HCl befeuchtet 
und in 100g destilliertem Wasser gelést. Diese Lisung wurde im 
Interferometer gegen BaCl, um 455 Trommelteile konzentrieter gefunden: 
jp = 480. 

1,00cem der Lésung wurde mit 3,00cem BaCl, gefiallt, nach der 
Sedimentation mit BaCl, verglichen und um 90 Trommelteile verdiinnter 
gefunden; also 7, = 75 Tr. Die Berechnung folgt nach der Formel I 
(dritter Fall): 


1 


430-1 
d=—-(15 + = 





-10-5 = 45,83-10-5, 


4 a ; 
°/) SO; = 280+ ce 45,83 -10—° = 0,5132°', SO,. 
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20,0 ecm dieser Na,SO,-Lésung gab gravimetrisch 0,2858 g BaSQ, 
= 0,5182 %f, SO,. 

Bei zu konzentrierten Lésungen (Harn) ist die interfero- 
metrische Methode nicht anwendbar. 


Zusammenfassung: 


1. Die Konzentration nicht zu konzentrierter Lésungen 
kann nach der linearen Gleichung von de Crinis nicht 
nur in wiBrigen, sondern auch alkoholischen und dtherischen 
Lésungen bestimmt werden: 


a Rk, — Ry 
R, ist die Refraktion der z°/,igen Lésung, 
hk, ” 9 ” ” 1 °/,igen ” 
: | _ Lésungsmittels, 


*, 5 als g der Substanz in 100g der Lésung (nicht Lé- 
sungsmittel) gemeint. 

2. Die Refraktion beim Mischen von zwei Lésungen ver- 

hilt sich wie das spezifische Gewicht und die Konzentration 

derselben und kann nach allgemeiner Formel berechnet 





werden: 
> ge Otte t OM A oe Bie 2 o_ 
a, = a+b = th + 75 (4 fy) By bp too 
R, ist die Refraktion der a-Lésung, 
Ry, ;, ’ ” » ~O- ” 
r ,, ,, Differenz R, — R, (ist negativ, wenn RF, gré8er als R, ist), 


a,b sind die Gewichte (Mengen) der gemischten Lésungen. 


3. Der berechnete (virtuelle) Wert 2, fir die Refraktion 
der gemischten Lisungen stimmt mit dem wirklich gefundenen 
(reellen) so lange, als keine Atom- oder Molekelumgruppierung 
entsteht (de Crinis). 


4. Beim Abmessen statt des Abwiegens der Flissigkeits- 
mengen kann die Korrektion auf spezifisches Gewicht bis zu 
einer Refraktion von 25° des Eintauchrefraktometers vernach- 
lassigt werden. Bei einer gréBeren Refraktion miissen die 
Volumen mit dem Faktor s multipliziert werden; s = 1,02 fir 
25° und wird mit jeden weiteren 5° um 0,01 hoher. 
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5. Bei einfachen Fiallungsreaktionen zwischen verdiinnten 
Loésungen ist die reelle Refraktion #, kleiner als die berechnete 
hk, (de Crinis). Die berechnete Konzentration K, der ausgefill- 
ten Bestandteile ist direkt proportional (F) dieser Differenz: 


K,= F+(k,-R)=F-d. 
Das Gewicht der ausgefallten Bestandteile g gleicht: 
9= a (@+ 9+ Fed, 


und der Prozentgehalt derselben in a-Liésung: 





of = ST? Bd. 


a 
Wenn a-Liésung durch Auflésen von 4g der analysierten Sub- 
stanz bereitet wurde, ist der Prozentgehalt nach der Formel 


) =2t? Ped 





zu berechnen. 


6. Meine Formeln gewihren die Arbeit genau nach den 
Vorschriften der analytischen Chemie, ohne daB der Gang der 
Gewichtsanalyse gestért wird. Bei der Benutzung des Hilfs- 
prismas zum Hintauchrefraktometer ist diese Methode eine 
wertvolle Erginzung der Mikroanalyse. 

7. Die Faktoren fiir die Fallung mit BaCl, (event. H,SO,) 
nach analytischen Vorschriften sind: 112 gesucht 8, 280 ges. SO,, 
334 ges. SO,”, 343 ges. H,SO,, 820 ges. BaSO,, 483 ges. Ba’, 
539 ges. BaO; und fir die Fallung mit AgNO, (event. HCl): 
169 ges. Cl’, 174 ges. HCl, 280 ges. NaCl, 514 ges. Ag’. 

8. Die Bestimmung der Refraktion mittels des Interfero- 
meters fiihrt zu priiziseren Resultaten hauptsichlich bei sehr 
verdiinnten Liésungen. Die Lésungen werden gegen die Fallungs- 
mittel verglichen. Die Berechnung von d geschieht nach fol- 
gender Formel: 


1 ° a ° 
d= —+ (jt 5 — ip) 
j ist die Konstante fiir das Interferometer und die benutzte 


Kammer. 
j, ist der Unterschied zwischen dem Interferometerwert /, 
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der Lésung a und dem Wert J, der Lésung 4; 7, = /, — J, 
kann positiv (bei J, > J,) Null (bei J, = J,) oder negativ (bel 
J, <J,) sein. 

j, ist die Angabe des Interferometers fiir die Difierenz 
J,—J, nach der Fallung. j, ist positiv bei J, >J,, Null bei 
J.=4J,, oder negativ bei J.</,. /, ist der Interferometer- 
wert der gefillten Lésung. 
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Untersuchungen iiber den Gehalt an diastatischem Ferment 
des Pancreas bei Beri-Beritauben. 
Von 


E. Rothlin. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Juni 1922. 





Veranlassung zu vorliegender Arbeit gaben die Unter- 
suchungen von W. R. Hess?) iiber das aktuelle Problem der 
akzessorischen Nahrungsstoffe, deren wichtigstes Ergebnis sich 
mit dem Satze von Hess konzentriert wiedergeben laBt: ,,Der 
Zustand der Avitaminose bei Tauben ist die Folge einer Ver- 
armung der Gewebe an den die Atmung vermittelnden Zell- 
fermenten.“ Es ist nun nicht ohne Interesse zu verfolgen, 
wie sich andere Fermentprozesse bzw. Fermentbildungsmecha- 
nismen bei der Avitaminose von Tauben verhalten. Hat es 
doch nicht an Stimmen gefehlt, welche das Krankheitsbild der 
Beri-Beri auf eine abnorme, quantitativ und qualitativ ent- 
gleiste Verdauung zuriickfiihren wollten. Da Beri-Beri in der 
Regel mit fast ausschlieBlicher Kohlehydratnahrung als orga- 
nische Nahrungsbestandteile einhergeht, so war es gegeben, 
unser Augenmerk in erster Linie auf das Verhalten der diasta- 
tischen Kraft des Pancreas zu richten. Diese Versuche ge- 
winnen dadurch an Wert, als in der Mehrzahl der Fille eine 
Untersuchung des oxydativen und diastatischen Vermégens des 
Pancreas ausgefiihrt wurde. Die Resultate der ersten Frage- 
stellung haben Hess und Messerli?) bereits veréffentlicht. 


*) W. R. Hess, Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. Diese 
Zs. Bd. 117, S. 284, (1921). 

*) Hess und Messerli, Untersuchung iiber die Gewebeatmung. 
Diese Zs. Bd. 119, S. 176 (1922), 
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HeB') hat ferner gezeigt, daB das ,,Krankheitsbild der 
Vogelberi-Beri in allen Einzelheiten durch Blausiurehemmung 
der Gewebeatmung reproduziert werden kann“. Dieser Befund 
veranlaBte weiterhin eine Priifung des Einflusses von Blausiure 
auf die diastatische Wirkung des Pancreas. 


idethodik. 


Das Pancreas wird von dem eben getéteten, entbluteten 
und von der Aorta aus mit eisgekiihltem Ringer durchwaschenen 
Tiere gewogen und die fiir den Versuch notwendige Menge in 
wenig Kis-Ringer (Waschwasser) mit der Schere zerkleinert. 
Der fiir alle fermentativen Untersuchungen mit Organgewebe 
wichtigen Forderung eines gleichmiBigen Verteilungsgrades 
habe ich, soweit dies durch Zerkleinerung mit der Schere 
angeht, méglichst Rechnung getragen. Das Waschwasser wird 
dann abgegossen und das Substrat mit vorgewirmter 1 °/,iger 
Stirkelésung versetzt. Letztere wird stets durch Erwarmen 
léslicher Stirke Kahlbaums bis zum Kochen gleich zu- 
bereitet. Als Lésungsmittel fiir die Starke verwendete ich 
eine Ringerlésung von folgender Zusammensetzung: 0,99/, 
NaCl; 0,02 °/, KCl; 0,02°/, CaCl,; 0,02°/, NaHCO, Um der 
alkalischen Reaktion als notwendiges Wirkungsmilieu fir das 
diastatische Ferment Rechnung zu tragen, wurden zu 86 ccm 
der eben genannten Ringerlésung 0,2 g NaHCO, in 14 ccm 
Wasser zugefiigt. Das Verdauungsgemisch kommt in den 
Brutschrank von 39—40°. Nach AbschluB der Verdauung 
wird iiber freiem Feuer rasch zum Sieden erhitzt unter Zusatz 
von verdiinnter Essigsiure bis zur schwach sauren Reaktion, 
wodurch der Abbau plitzlich gehemmt und gleichzeitig die 
KiweiBkérper gefillt werden. Nach Filtration wird die redu- 
zierende Wirkung des Filtrates mit der Fehlingschen Titra- 
tionsmethode bestimmt. Vorversuche mit der Phenylhydrazin- 
probe ergaben fiir meine Versuchsbedingungen nur die An- 





1) W. R. Hess, Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. Diese 
Zs. Bd. 117, S. 284 (1921). 
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wesenheit von Maltose, weshalb in den folgenden Versuchs- 
protokollen die reduzierende Wirkung in °, Maltose um- 
gerechnet wird. 

Versuchsresultate. 


Nach einigen orientierenden Tastversuchen wurde eine 
erste Versuchsreihe unter Verwendung folgender Mengen- 
verhaltnisse ausgefiihrt: 0,5 g Pancreasgewebe und 40 ccm 
1 °/,ige Stirkelésung bei einer Versuchsdauer von 1!/, Stunden. 

1. Versuch mit Normaltaube. 

Korpergewicht 316 g, Pancreasgewicht total 1,62 g, gef. 0,71 °/, Maltose. 

2. Versuch mit Beri-Beritaube. 

Korpergewicht 210g, Pancreasgewicht total 0,73 g, gef. 0,70 °/) Maltose. 

3. Versuch mit Beri-Beritaube. 

K6rpergewicht 182 g, Pancreasgewicht total 0,70 g, gef. 0,74 °/, Maltose. 

4. Versuch mit Beri-Beritaube. 

Korpergewicht 208 g, Pancreasgewicht total 0,70 g, gef. 0,76 °/, Maltose. 

Diese Versuchsreihe gibt einen gut iibereinstimmenden 
Gehalt an diastatischem Ferment des Pancreas bei gesunden 
und kranken Tauben. Aus zwei Griinden wurde aber in den 
weiteren Versuchen das quantitative Verhiiltnis von Organ- 
gewebe und Stiirkelésung geindert. Einmal verblieb mir zu- 
folge der gleichzeitigen Priifung des oxydativen und diasta- 
tischen Wirkungsvermégens desselben Pancreas weniger Sub- 
strat. AuBerdem zeigte der Versuch 5, daB diese gefundene 
Ubereinstimmung bei gesunden und kranken Tauben eventuell 
auf die relative lange Versuchsdauer zuriickzufiihren ist. 


5. Versuch mit Normaltaube. 

K6rpergewicht 270 g, Pancreasgewicht totol 1,86 g, 
gefunden nach 1'/, Std. Verdauung 0,72 °/, Maltose. 
: » 2/2 5 ” 0,82 °/ ” 

Dieser Versuch zeigt doch, daB die diastatische Wirkung 
nach 1'/, stiindiger Verdauung sozusagen erschépft ist, da bei 
Ausdehnung der Versuchsdauer um eine volle Stunde der Abbau 
nur noch wenig fortschreitet. Damit war fesgestellt, daB die 
Hauptverdauung innerhalb der ersten Stunde vor sich geht. 
Ein eventuell doch vorhandener, wenn auch kleiner Unter- 
schied der. diastatischen Kraft des Pancreas bei gesunden und 
kranken Tieren miiBte sich somit in der ersten Verdauungs- 
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phase besser zu erkennen geben. Auf Grund der Resultate 
der Versuche 6 und 7 wurde dann in den weiteren Versuchen 
der Versuchsdauer auf 10 Minuten eingeschrinkt bei Verwen- 
dung von 0,1 g Pancreas und 25 ccm der 1°/,igen Stirke- 
lésung. 
6. Versuch mit Normaltaube. 
Korpergewicht 283 g, Pancreasgewicht total 1,1 g, 
gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,42 °/, Maltose. 
9 o 2 wn 99 0,65 °/, ‘i 
7. Versuch mit Beri-Beritaube. 
Koérpergewicht 135 g, Pancreasgewicht total 0,70 g, 


gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,45 °/, Maltose. 
? ” 20 ”? »P) 0,70 °/y 9? 


8. Versuch mit Normaltaube. 
Korpergewicht 275 g, Pancreasgewicht total 0,9 g, 
gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,50 °/, Maltose. 


$. Versuch mit Normaltaube. 
Koérpergewicht 315 g, Pancreasgewicht total 1,1 g, 
gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,40 °/, Maltose. 


10. Versuch mit Normaltaube. 
K6rpergewicht 295 g, Pancreasgewicht total 1,0 g, 
gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,48 °/, Maltose. 


11. Versuch mit Beri-Beritaube. 
Koérpergewicht 205 g, Pancreasgewicht total 0,7 g, 
gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,48 °/, Maltose. 


12. Versuch mit Beri-Beritaube. 
Kérpergewicht 180 g, Pancreasgewicht total 0,65 g, 
gefunden nach 10 Min. Verdauung 0,45 °/, Maltose. 


Die Ergebnisse dieser zweiten Versuchsreihe sind eine 
volle Bestaétigung jener der ersten Reihe. Denn auch univer 
diesen, fiir den Nachweis eventuell bestehender Differenzen 
opportuner Versuchsbedingungen, werden iibereinstimmende 
Werte fiir das diastatische Vermégen des Pancreas bei ge- 
sunden und kranken Tieren gefunden. Die beobachteten 
Schwankungen innerhalb 0,40—0,50 °/, Maltose verteilen sich 
ohne Priivalenz auf beide Versuchstypen. Die Werte oscillieren 
um einen Mittelwert von 0,45 °/, mit Abweichungen von héchstens 
+ 10°/,, welche fiir einen fermentativen Vorgang sehr ver- 
stindlich sind und einerseits in der Methodik, andererseits in 
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individuellen Schwankungen ihren Grund haben. Wenn wir 
aus diesen Versuchen schlieBen, daB die diastatische Wirkung 
des Pancreas bei gesunden und beri-berikranken Tauben gleich: 
groB ist, so wird die Richtigkeit dieser Folgerung erst ge- 
stiitzt durch einen quantitativen Vergleich von Kérpergewicht 
zu Pancreasgewicht bei den zwei Tiertypen mit dem ent- 
sprechenden diastatischen Vermégen des Pancreas. Denn es 
ist an die Méglichkeit zu denken, daB die diastatische Kraft 
des Pancreas bei gesunden und kranken Tauben wohl iiberein- 
stimmt, nicht aber das Verhiltnis Kérpergewicht zu Pancreas- 
gewicht. Die nachstehende Tabelle zeigt aber, daB dieser 
Quotient Kérpergewicht: Pancreasgewicht bei gesunden und 
kranken Tieren gleich ist. Das Pancreas erleidet somit bei 
der Avitaminose der Tauben eine Gewichtsverminderung, welche 
mit der Abnahme des gesamten Kérpergewichtes proportional! 
geht, die diastatische Wirkung des Pancreas auf die Gewichts- 
einheit bezogen somit unveriindert bleibt. 











Normaltiere. Beri-Beritiere. 

Kérpergewicht | Pancreasgewicht K6rpergewicht | Pancreasgewicht 

293 1,10 135 0,70 

275 0,90 205 0,70 

415 1,10 180 0,65 

295 1,00 208 0,70 

316 1,62 210 0,73 

182 0,70 
1484 5,72 = 260 1120 4,18 =268 








Auf Grund der Versuche von Warburg?) und von Hess’) ist 
die Untersuchung des Einflusses von Blausiiure auf die Ferment- 
titigkeit wieder aktuell geworden. Dieses spezifische oxyda- 
tionshemmende Gift kann fiir die chemische qualitativ differen- 
zierende Analyse von Fermentvorgiingen von Bedeutung sein. 
Es war daher nicht ohne Interesse in diesem Zusammenhange 





1) O. Warburg, Physik. Chemie der Zellatmung. Biochem. Zs. 
Bd. 119, S. 184 (1921). 
2) W. R. Hess, a. a. O. 
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analoge Versuche der diastatischen Wirkung des Pancreas 
unter Blausiiurezusatz zu unternehmen, zumal ja verschiedene 
Autoren gezeigt hatten, da& die Gewebeatmung durch Cyan- 
kalizusatz in vivo und in vitro gehemmt wird. Zu diesem 
Zwecke wurden mit demselben Pancreas 3 Parallelversuche 
angesetzt, bei welchen auBer dem Kontrollversuch Nr. 13 
jeweilen 2 Proben Blausiure in einer Konzentration von 
1 und 0,1 bzw. 0,01 pro Mill. enthielten. Die Blausaure 
wurde erst nach der Vereinigung von zerkleinertem Pancreas 
und Stairkelésung zugesetzt, um der raschen Verfliichtigung 
der Blausiure bei der Zubereitung der Stirkelésung durch 
Erhitzen vorzubeugen. 


13. Versuch. Kontrollversuch ohne Blausiurezusatz. 
i. Probe gefunden 0,41 °/, Maltose. 
.- 3 ss 0,40 ‘ 

a. 1» 0,44 ‘ 


13. Versuch mit Blausiiurezusatz. 

1. Probe ohne Blausiiure gefunden 0,49 °/, Maltose, 
» “ae Pe Pa 0,45 i 
3. > Onl , 0,46 " 


” 


9 


15. Versuch mit Blausiiurezusatz. 
1. Probe ohne Blausiiure gefunden 0,50°/, Maltose, 
& ~~. &@ ts ra 0,48 os 
3. ae - 0,44 
16. Versuch mit Blausiurezusatz. 
1. Probe ohne Blausiiure gefunden 0,56 °/, Maltose. 
» in 0,1 °/ ” ” 0,55 ” 
4. 5-99 0,01 ” ” 0,58 ”? 


2 
ome 


Die Resultate dieser Versuche sind ganz eindeutig. Ein 
KinfluB der Blauséure in den untersuchten Konzentrationen 
ist nicht zu konstatieren. Dies Ergebnis war zu erwarten 
und steht in voller Ubereinstimmung mit der von Hess ge- 
zogenen Parallele zwischen Vogelberi-Beri- und Blausiure- 
wirkung. 


SchluBbetrachtung. 


Im Gegensatz zu der Hemmung der Gewebeatmung des 
Pancreas bei an Beri-Beri erkrankten Tauben wird die diasta- 
tische Wirkung des Pancreas dieser Tiere gleich groB gefunden 
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wie bei gesunden Tauben. Der relative Mangel der Gewebe- 
oxydasen des Pancreas im Zustande der Beri-Beri beriihrt die 
diastatische Kraft des Pancreas nicht. Dieser Befund spricht 
gegen jene Ansicht, welche in der entgleisten Verdauung bei 
Beri-Beri speziell der Kohlehydrate ein ursichliches Moment 
fir die Entstehung dieser Krankheit sieht. In Ubereinstim- 
mung damit steht der weitere Befund, daB Blausdure in vivo 
und in vitro die Gewebeatmung hemmt, die diastatische Kraft 
des Pancreas dagegen unbeeinfluBt laBt. 





Yo Ee” eM eae eee ae ee op r ye ae Ce ee ee by a ee , 
4 we, Gk scehetioat : apse sie us se ee es Bee hale Eos Same ORR eke eee ee per oA, ELIT oA he Pe OE RO ei AEE ey 
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